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Durch systematische fermenthistochemische Untersuchungen konnten wh �9 
kfirzlich zeigen, dab die Mastzellen (MZ) verschiedener Tierklassen und des 
Menschen neben der Heparin- und Histaminbildung und Speicherung (JoRPEs, 
HOLMGRE~ und WILA~DE~ 1937, RILEY 1953, RILEY und WEST 1953) mit zahl- 
reiehen Enzymsystemen ausgestattet sind (ScgAU]S~ und ED]~ 1961, EDE~ und 
SCgAUE~ 1961). 

Der Nachweis von Leueylaminopeptidase, Adenosintriphosphatase, saurer und 
zum Tell aueh alkalischer Phosphatasen wies auf einen hohen EiweiB- und Phos- 
phatstoffweehsel hin und liel~ die MZ im normalen ruhenden Bindegewebe als 
besonders speziahsierte Zellen erscheinen, die sowohl im Stoffwechsel des Binde- 
gewebes (MAxIMOW 1904, B~OD]~S~ 1928, HIGGINBOTttAM, DOUGHE~TY und 
JEE 1956) als auch bei akuten Schgdigungen des Gef/~B-Bindegewebes (STA]~MMLER 
1921, EDE~ und SCHAUER 1961) Bedentung haben. Wit stellten frfiher bereits 
die Frage, ob die Enzymbildung in den MZ auf einen ituBeren oder stoffwechsel- 
bedingten Reiz erfolgt, iihnlich wie dies bei den phagocytierenden ttistio- und 
Fibrocyten der Fall ist (GEDIGK und BONTKE 1957) oder ob diese Enzyme mit 
der physiologischen Zellreifung nachweisbar werden, also yon vorneherein zur 
Ausstattung der Zelle gehSren. In Untersnchungen fiber das Verhalten der MZ 
bei der akuten Entzfindung konnten wir ffir eine dutch einen ~uSeren Reiz 
verursaehte Enzymbildung keinen Anhalt gewinnen. 

Kfirzlieh yon Ko~N (1959) mitgeteilte Untersuehungen haben gezeigt, da$ 
ffir die Sulfatierung des Heparins AdenosintriphosphorsKure (ATP) erforderlieh 
ist. Dadureh war ein Hinweis gegeben, dab zwischen dem Mueopolysaccharid- 
und Phosphatstoffweehsel enge Beziehungen bestehen mfissen. Wir stellten des- 
halb am Tier Paralleluntersuehungen fiber den Mueopolysaecharid(MPS)- und 
Phosphatstoffwechsel zum Zeitpunkt der MZ-Entwieklung am Ende der Schwan- 
gerschaft und in der Neugeborenenperiode an, zumal sich dureh den Nachweis 
einer BindungsmSglichkeit zwisehen ATP und anderen Phosphaten mit Histamin 
tin Anhalt ffir Zusammenh/~nge im Zellstoffweehsel ergab (Sc~AUE~ und EDER 
1961). 

Ferner wurde die Frage geste]lt, ob sich Hinweise far die Lokalisation der 
histochemiseh naehgewiesenen Enzyme und die Natur der Granula ergeben, 
und welehe Beziehungen zwisehen der Reifung der sauren MPS und der ttistamin- 
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 haupts~chlich Gewebsstficke der Acren (Haut und 
Unterhautgewebe yon Schnauze, Ohren und Pfoten) verwendet. Untersucht wurden Feten 
vom 10. Schwangerschaftstag ab his zur Geburt und neugeborene Tiere his zum 20. Lebenstag 
in liickenloser Reihcnfolge. Untersuchungen fiber die MPS-Entwicldung und Reifung wurden 
mit metachromatischen Fi~rbungen, Astrablauf~rbungen und kombinierten Astrablau-PAS- 
F~rbungen angestellt. 

a) Toluidinblau-pi~i-Reihe. Das Gewebe wurde in Formol fixiert und in Paraffin ein- 
gebettet. Zur Anwendung kam die yon MO~TAG~A n. Mitarb. (1954), MOORE u. Mitarb. 
(1957) sowie ScI~u]~EI~T (]955) beschriebene Methode. Die F~rbelSsungen enthielten 0,1% 
Toluidinblau. Sie wurden mit 0,1 m Veronalacetatpuffer auf loci 2,6, 3,2, 3,6, 4,1 und 4,9 
eingestellt. Die F~rbezeit betrug 5 mill. Der fiberschiissige Farbstoff wurde dann mit 0,1 m 
VeronalacetatpufferlSsung des F~rbe-loi~ ausgewaschen. Reaktion bei 20 o C. Zum Ent- 
w~ssern wurden die Schnitte 2 min in 96%iges Athanol und 2 rain in einmal gewechselten 
Isopropylalkohol gestellt. Das Trocknen der Schnitte erfolgte zwischen Filtrierpapier. Ein- 
decken mit reinem CedernholzS1. Z~hlung der Zellzahl der gesamten Pr~loaratfl~tche. Nach 
Entfernung des Deckglases und kurzem Einbringen in Xylol und die absteigende Alkohol- 
reihe F~rbung mit der ToluidinblaulSsung des ngchst hSheren pH und erneute Z~hlung. 

Da aus den Ergebnissen der Toluidinblau-10i~-Reihe eventuell mit Struktur~nderungen 
der sauren MPS zu rechnen war, priiften wir die Ergebnisse mit einem Citronens~ure-Phos- 
phat-Puffergemisch nach h~CILvAIXE bei den gleichen pi~-Einstellungen. 

b) Kombinierte Astrablau-PA S-Reaktion. Die Astrablau-PAS-Reaktion wurde am gleiehen 
Material durchgeffihrt. 0,5% Astrablau in l%iger Essigs~ure (pl-I 3). Fgrbung der ent- 
paraffinierten Schnitte ffir 10 rain. Kurzes Abspfilen in Aqua dest. Anschliel~end F~rbung 
mit PAS. 

c) Ferme.nthistochemische Untersuchungen wurden bei den gleichen Versuchsreihen an 
Kryostatschnitten durchge{iihrt. 

1. Leucylaminopeptidasereaktion (LAP) naeh NACnLAS, CI~AWFORD und SELIGMA~, 
Inkubationszeit 1 Std. 

2. Saure Phosphatase nach Go)aoRI, Inkubationszeit 2 Std. Azofarbstoffmethode naeh 
PEAI~SE, Inkubationszeit 45 min. 

3. Alkalische Phosphatase nach Go~lOl~I, Inkubationszeit 2 Std. Azofarbstoffmethode 
nach P~AI~SE, Inkubationszeit 45 min. 

4. Adenosintriphosphatase (ATPase) nach WACHSTEI~ und MEISEL, Inkubationszeit 2 Std. 
5. /5-Glucuronidase nach BURTON und PEAI~SE, Inkubationszeit 12 Std. 

Ergebnisse 
I.  Die Mucopolysaccharidrei/u~g 

I n  allen un te r such ten  Gewebsabschn i t t en  ( t t a u t  und  Un te rhau tb indegewebe  
aus den Bereichen der  Pfoten,  Schnauze und  Ohren) werden bei  R a t t e n f e t e n  
am 16.- -17.  Schwangerschaf ts tag ,  also e twa zu Beginn des le tz ten  Viertels  der  
Schwangerschaf t  im lockeren Bindegewebe in der  Tolu id inb lauf~rbung  MZ nach- 
weisbar .  Sie gehen, wie auch schon M ~ x I ~ o w  (1910) und  ALF~JnW (1924) 
zeigen konnten ,  aus rundl ichen  bis ovalen re t ieu l~ren  Zellen hervor  und  ent-  
ha l t en  zun/~chst nur  wenige me tach roma t i s che  Granula ,  die meis t  in der  Zell- 
per ipher ie  lokal is ier t  sind, also h/~ufig in Kreis-  oder  Hufe isenform erscheinen. 
Die Fr f ihphase  der  En twick lung  ~indert sich n ieh t  wesent l ich bis kurz  vor  der  
Gebur t  (Abb. l a ) .  

Alle MZ sind in den Fr f ihphasen  berei ts  deu t l ich  PAS-pos i t iv ,  wobei  das  
PAS-pos i t i ve  Mater ia l  tei ls  in homogener ,  tel ls  in fe ink6rniger  F o r m  ebenfal ls  
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haupts~chlich in den ~LuBeren Zellabschnitten lokalisiert ist. Gleiehzeitig mit  dem 
Auftreten der Metachromasie in der Toluidinblauf~trbung wird aueh die Astra- 
blauf/~rbung (PlocI~ 1957) positiv, die zwar das Vorhandensein stark saurer Grup- 
pen (SQH-Gruppen)  voraussetzt, jedoeh nieht eine entspreehend dichte Anord- 

nung, wie sie ffir das Zu- 
s tandekommen der Meta- 
chromasie erforderlich ist. 
Ebenso wie die meta-  
ehromatiseh f/~rbbare 
Substanz ist aueh das 
mit  Astrablau anf~rbbare 
Material besonders in den 
~LuBeren Zellabschnitten 
zu linden und reieht in 
die Zellforts~tze hinein. 
In  diesen friihen Ent-  
wicklungsstadien ist keine 
siehere granul~re Anord- 
nung erkennbar. Erst  
kurz vor der Geburt  
linden sich astrablau- 
positive neben PAS-posi- 
t iven Granula in den 
Zellen. Bei mehrere Tage 
alten Tieren und bei er- 
waehsenen Tieren sind 
die Granula der meisten 
Zellen stark astrablau- 
positiv. Kombinierte To- 
luidinblau - Astrablauf~tr- 
bungen in den peri- 
natalen und postnatalen 

Abb.  l a - - e .  Re i fungs s t ad i en  der Mastzel len dureh  Naehwei s  Entwicklungsstadien er- 
der m e t a e k r o m a t i s e h e n  Granula .  Vergr .  750faeh. a Bei  e inem geben eine deutlieh meta- 
20 Tage  a l ten  Ra t t en fe t en .  Die Granu la  s in4  haupts~ch l ich  in  
der Pe r ipher i e  der  Zellen lokalisiert ,  b Bei  e iner  neugeborenen  chromatische Anfgrbung 
R a t t e .  Die Zahl  der Granu la  h a t  berei ts  s t a rk  zugenommen .  
c Bei e iner  5 Tage  a l ten  P~atte. Die Granula  s ind  sehr d ich t  in  der Granuia mit  Toluidin- 

den Zellen gelager t .  Daneben  l inden  sich einzelne j f ingere b l a u  in tier iiblichen 
Mastzel len m i t  e twas  ger ingere r  Anzah l  yon  Granu la  

W e i s e .  Daneben linden 
sieh bei den neugeborenen Tieren in den Zellen aber auch Granula, die mit  
der ~ypischen leuehtendblauen Farbe des Astrablau, nicht aber mit  Toluidin- 
b]au angefKrbt sind. Die Zahl der erkennbaren MZ ist zuns in allen Geweben 
auBerordentlich gering. Sie n immt yore Zeitpunkt  des ersten Nachweises bis 
wenige Tage nach der Geburt  kontinuierlich zu. Ebenso sind die MZ in den 
sps Entwicklungsstadien wesentlich starker granuliert (Abb. 1 b und c). 

In  den ersten Tagen naeh der Geburt ist die Zellzahl, bezogen auf die Flgche, 
in vielen Gewebsabsehnitten grSger als beim erwaehsenen Tier. Die Zellreifung 
und Zunahme vollzieht sich offenbar schubweise in Korrelation zum 6rtliehen 
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Gewebswachstum. Da somit der Zeitpunkt des ersten Auftretens der sauren MPS 
lestgelegt war und dureh die Anwendung versehiedener Fgrbungen Aufschlfisse 
fiber die MPS-Reifung in den MZ erhalten wurden, wurde versueht, in weiteren 
Untersuehungen zusgtzliehe Anhaltspunkte fiber die MPS-Reifung wghrend der 
fetalen Zeit und naeh der Geburt zu erhalten. Ein Einbliek in die perinatale 
MPS-Entwieklung und den Verlauf der Sulfurie- 
rung schien uns besonders wichtig im Vergleich 
mit der Enzymentwicklung und dem Ansteigen 
des tIistamingehMtes. Wit prfiften deshMb vom 
Zeitpunkt des ersten Nachweises der MZ an, 
bis zum 20. Tag der Neugeborenenperiode das 
Verhalten der MZ in Toluidinblaul6sungen mit 
abgestuftem pH (Abb. 2a--c) .  Dabei ergab sich 
bei den Feten des 18.--20. Sehwangerschafts- 
rages bei Abnahme der Wasserstoffionenkonzen- 
tration yon pH 2,6 auf 3,2--3,6 eine Zunahme 
der zghlbaren MZ. In den auf pg 3,2 bzw. 3,6 
folgenden Einstellungen mit h6herem pt~ t ra t  
regelmgBig eine deutliehe Verminderung der zghl- 
baren Zellzahl ein. Wit ffihren diesen bei den 
Feten der erwghnten Entwicklungszeit erhobenen 
Befund darauf zur~ek, dag in den Fgrbungen 
bei niedriger Wasserstoffionenkonzentration aueh 
eine stgrkere orthoehromatische Anfgrbung der 
MZ eintritt, die die anfangs sehwaehe Meta- 
chromasie fiberdeeken kann. Der Einwand, dag 
dureh die wiederholte Fgrbung bei den fetalen 
Zellen Sttieke des Sehnittes oder aueh nut  ein- 
zelne Zellen verlorengehen, etwa beim Abtroeknen 
mit Fliegpapier oder dutch die wiederholte Tink- 
tierung mit FarbstofflSsungen oder LSsungs- 
mitteln wurde dutch die Auszghlung an Serien- 
Sehnitten widerlegt, wobei die aufeinanderfolgen- 
den Sehnitte einer Serie jeweils bei dem um eine 
Stufe hSheren p~ gefgrbt wurde. Aueh hier ergab 
sieh naeh einem Anstieg der zghlbaren MZ-Zahl 
nach der 2.--3. p~-Stufe eine Abnahme der me~a- 
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A b b .  2 ~ - - c .  R e l a t i v e  Z u n a h m e  d e r  
) i a s t z e l l e n  v e r s c h i e d e n e r  E n t w i e k -  
l ungss t tx fen  y o n  R a t t e n  be i  F ~ r b u ~ g  
m i t  a b g e s t u f t e n  T o l n i d i n b l a n - p ~ -  
L 6 s u n g e n .  a h i i t t e l w e r t  d e r  E r g e b -  
n i s s e  ~n  f r f i h f e t a l e n  M a s t z e l l e n .  
b ~ i i t t e l w o r t  d e r  E r g e b n i s s e  a n  
M a s t z e l l e n  k u r z  v o r  u n d  n a c h  d e r  
G e b n r t .  c ~ ' I i t t e lwer t  d e r  E r g e b n i s s e  
be i  R a t t e n  y o r e  5 . - - 2 0 .  L e b e n s t a g  

chromatischen Zellen unter die Ausgangszahl, die bei p~ 2,6 gez~hlt wurde. 
Dal~ dieser nur schwer erklgrbare Befund nicht durch eine Substanz des Puffers 
verursaeht wird, konnte dureh ParMleluntersuchungen mit einem Citronen- 
sgure-Phosphatpuffergemisch (~ICILvAI~E) bewiesen werdem Auoh hier nahm die 
zghlbare MZ-Zahl in der pH-Reihe nach der 2.--3. pH-Stufe deutlich ab, meist 
sogar unter den bei p~ 2,6 gezghlten Ausgangswert. 

Kurz vor der Geburt steigt die Zahl der zghlbaren MZ bei den niedrigen 
Wasserstoffionenkonzentrationen, also bei hSheren p~-Stufen, stark an. Dieser 
steile Anstieg bedeutet, dab in zunehmendem Mage MPS mit steigender Anzahl 
saurer Valenzen vorliegen. 
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Abb.  3 a - - c .  L e u z y l a m i n o p e p t i d a s e r e a k t i o n  bei ve r sck iedenen  
E n t w i c k l u n g s s t u f e n  der Mastzellen.  Vergr .  1500faeh. a Bei 
e inem 19 T a g e  a l ten  Ra t t en f e t en .  Der  Reak t ionsn i ede r seh l ag  
i s t  an  den h~uf ig  pe r ipher  angeo rdne ten  Granu la  ]okalisiert .  
b Bei e iner  2 Tage  a l ten  Ra t t e .  Paral le l  zur  Zunalm~e der 
Granu la  h a t  die I n t ens i t~ t  des l~eakt ionsniedersehlages  in  der 
Zelle z u g e n o m m e n ,  c Bei e iner  9 Tage  a] ten  Ra t t e .  Wei te re  
Z u n a h m e  der Granulazah l  u n d  der  St~rke  des Reak t ions -  

n iederseh lages  

Unmittelbar  vor der Geburt  und in der Folgezeit ver~ndern sieh die Ver- 
hi~ltnisse schlagartig. Bei den F~rbungen in ToluidinblaulSsungen yon anstei- 
gendem p~ (Stufen s. Toluidinblau-p~-Reihe) t r i t t  jetzt  entspreehend der Steige- 
rung des pH eine zwar nicht sehr starke, aber gleichm~Bige Zunahme der z~hl- 

baren MZ-Zahl ein. Die 
hSehste Zellzahl ist in den 
meisten Fiillen bei der 
drit ten pH-Stufe (3,6) er- 
reicht. In  den allerersten 
Tagen nach der Geburt 
steigt die Zellzahl ~uf bis 
zu 50--60 % des Ausgangs- 
wertes an, iiberscbreitet 
aber wenige Tage spiiter 
den Ausgangswert nur 
mehr um 30%. Diese Be- 
funde bedeuten, dab zwar 
sehon einige Zeit vor dem 
Partus, abet  ganz besonders 
kurz vor und naeh der 
Geburt ein st~rkerer Rei- 
fungsprozeB der sauren 
MPS einsetzt, so dab be- 
reits in den ersten Lebens- 
tagen eine gewisse Kon- 
stanz erreieht ist. Da jetzt  
die meisten Granula reich 
an dieht gelagerten SO3H- 
Gruppen sind, werden be- 
reits bei niedrigster pH- 
Stufe fast  alle Ze]len dar- 
gestellt. 

Die dureh die Toluidin- 
blau-Astrablau- und PAS- 
F~rbungen erhaltenen Be- 
funde stehen im Einklang 
mi t  den Ergebnissen der 
Toluidinblau-pH-Reihe. 

II. Die Enzymbildung 
Die ersten positiven Enzymreaktionen finden sich zwischen dem 17. und 

18. Schwangerschaftstag, w/~hrend in den metachromatischen Reaktionen diffuse 
Anf~rbungen bereits am 16. Schwangerschaftstag beobachtet  werden. Zu diesem 
Zeitpunkt  fallt die Leucylaminopeptidasereaktion bereits stark positiv aus. Wie 
bei den erwachsenen Tieren s t immt auch bei den Feten die Verteilung des Reak- 
tionsniederschlages in den MZ mit  der Verteilung der Granula iiberein. Ebenso 
wie bei den metachromatischen F~rbungen tr i t t  die Fermentreaktion zuns 
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in Form einzelner Granula Mufig in der Zellperipherie auf (s. Abb. 3a). Ent- 
spreehend der mit der Zellreifung fortsehreitenden Zunahme der metaehromati- 
sehen Granula in der Einzelzelle nimmt aueh die grannlgre Leueylaminopeptidase- 
reaktion kontinuierlieh zu. Die Bilder der Fermentreaktion entspreehen in allen 
Phasen der Entwieklung in der Deutliehkeit der Darstellung einer Toluidinblau- 
fgrbung (Abb. 3b und e). Um dartiber hinaus Einblieke in den jeweiligen Sub- 
stratumsatz bei der Leueyl- 
aminopeptidasereaktion zu 
gewinnen, wurden in den 
versehiedenen Entwieklungs- 
stadien Reaktionen mit  
kurzen Bebrfitungszeiten 
(5 und 10 rain) untereinan- 
der vergliehen. Dabei ergab 
sieh, dab die MZ wenige 
Tage vor der Geburt einen 
verhs geringen 
Substratumsatz aufweisen, 
w/thrend MZ neugeborener 
Tiere anseheinend einen etwa 
gleieh hohen wie die er- 
waehsener Tiere zeigen. 
Daraus ist zu folgern, dab 
parallel zur Ausbreitung der 
Enzymreaktion mit der zu- 
nehmenden Zellgranulierung 
aueh der Substratumsatz 
steigt. 

Etwa zum gleiehen Zeit- 
punkt wie die Leueylami- Abb.  4 a - - e .  Saute  Phosphomonoes t e r a se r eak t ion  (Diazonium- 

methode) ,  a u. b Vergr .  1800fach, e Vergr .  1000fach. a Bei 
nopeptidasereaktion werden e inem 20 Tage  a l ten  Fe ten .  b Bei e iner  2 Tage  a l ten  I l a t t e .  

bei der Entwicklung der e Bei e iner  6 Tage  al ten Ra t t e .  Der  1Reaktionsniederschlag 
verh~l t  s ich en t sp rechend  tier Z u n a h m e  u n d  Lokal~sation tier 

MZ aueh saure Phospho- Granula  

monoesterasen naehweisbar. 
Positive Reaktionen treten sowohl bei Anwendung der Diazoniummethode, als 
aueh bei Anwendung der Gomori-Methode mit dem Naehweis der ersten toluidin- 
blaupositiven Granula auf. Es linden sieh zun~ichst nur wenige enzympositive 
Granula, die gelegentlieh ebenfalls in der Zellperipherie lokalisiert sind (Abb. 4a). 
Parallel zur zunehmenden Zellgranulierung nimmt aueh der Niedersehlag des 
I~eaktionsproduktes an den Granula zu, so da6 zum Zeitpunkt der Geburt 
oder kurz darauf die Aktivitgt bereits so stark wie beim erwaehsenen Tier ist 
(Abb. 4b und e). Sehr deutlieh ist dieser Befund bei Anwendung der Diazonium- 
methode. Besonders im sauren Phosphatasenaehweis mit der Diazoniummethode 
ist auffgllig, dag in den lr/ihen Entwieklungsstadien der MZ relativ grol3e Granula 
sieh darstellen, eine Beobachtung, die aueh gelegentlieh in der Toluidinblau- 
f/~rbung gemaeht wurde. Etwa gleiehzeitig mit dem ersten Naehweis dieser 
Enzyme tr i t t  aueh eine relativ starke ATPase-I~eaktion bei Anwendung der 



78 A. Se~A~R undN. ED~m 

Methode naeh WACHST~I~ und MEISEL auf. Das t~eaktionsprodukt seheint wie 
bei der Leueylaminopeptidasereaktion oder der sauren Phosphatase an den 
Granula lokalisiert (Abb. 5). Mit der MZ-l~eifung finder aueh bier eine Zunahme 
des I~eaktionsniedersehlages an den Granula start. 

Wie bei erwaehsenen Ratten, so ist aueh beim Feten der Naehweis yon alka- 
liseher Phosphatase sehr sehwierig. Da aueh hier nur mit der Gomori-Methode, 
nieht aber mit der Diazoniummethode eine positive Reaktion erhalten wurde, 
bestanden berechtigte Zweifel, ob es sieh hier wirklieh um eine Enzymreaktion 
handelt, oder ob hier unspezifisehe Niedersehl&ge eine positive l~eaktion vor- 
t/~usehen. Bei Kontrollversuehen zeigte sieh, daB aueh ohne Substrat teils fein- 
granul/~re, tells amorphe Niedersehl/tge auftreten. Sie sind aueh bei Behandlung 

Abb. 5a u. b. ATP-ase-Reaktion naeh WAOHSTEIIg und ]~/[EISEL. a Bei einem 20 Tage alten Ratten- 
feten. Der l~e~ktionsniedersehlag ist entspreehend der Zahl der Granula gering, b Bei einer 1 Tag 

alten Itatte. Vergr. 1000fach 

der Pr/~parate lediglieh mit Cobaltnitrat und Ammonsulfid zu beobaehten, so 
dab es sieh hier nieht um eine enzymatisehe, sondern rein ehemisehe Bindungs- 
reaktion mit sauren Gruppen handelt. Dariiber hinaus finder sieh abet in den 
MZ eine hitzeinhibierbare enzymatisehe Reaktion f/it alkalisehe Phosphatase mit 
deutliehem an die Granula gebundenem Niedersehlag. Diese Untersehiede sind 
an MZ neugeborener Rat ten deutlieh ausgepr/~gt. 

Da mit der Diazoniummethode f/it alkalisehe Phosphatase bei den erwaehsenen 
Tieren keine oder nur eine zweifelhafte I~eaktion erhalten wurde, priiften wir die 
I)iazoniumreaktion noeh an fetalen und neugeborenen Rat ten unter Verwendung 
anderer Diazoniumsalze (Variaminblau B, Eehtviolettsalz B, Eehtrotsalz ITR, 
Fast  Garnet GBC, Eehtgranatblau GBC). Dabei ergab sieh an einzelnen Zellen 
ein geringer granul/~rer Niedersehlag. Bei Naehf/irbung der gleiehen Stellen mit 
w/iBriger Toluidinblaul6sung zeigte sieh jedoeh, dab diese positiven Zellen keine 
metaehromatisehen Granula enthielten. An den zahlreiehen mit Toluidinblau 
naehtr/~glieh angef&rbten MZ land sieh niemals eine positive Enzymreaktion. 
Somit erhalten die MZ der Feten und neugeborenen Rat ten nur eine sehr geringe 
alkalisehe Phosphataseaktivit/~t, die nut  mit der Gomori-Methode zum Ausdruek 
kommt. 

Mit der histoehemisehen fi-Glueuronidasereaktion konnten zwar nieht regel- 
m/~Big, jedoeh mehrfaeh positive l~eaktionen in den MZ naehgewiesen werden. 
W~hrend der Entwieklung der MZ fanden sieh am 19. Sehwangersehaftstag erst- 
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malig positive Reaktionen. Die Anordnung des Reaktionsniederschlages ent- 
spricht auch hier der Verteilung der Granula. 

Besprechung der Ergebnisse 

~ber die Bindung yon sauren MPS, insbesondere yon Heparinen an Struk- 
turen der MZ-Granula besteht naeh eingehenden Untersuehungen zablreieher 
Autoren (HoLMG~N und WILA~D~ 1937, Jo~P~s, tIoL~GI~Z~ und WILANDEt~ 
1937, OLIV~ U. Mitarb. 1947, EH~IC~ 1949) kein Zweifel mehr. BEZ*DITT (1958) 
erreehnete die Iieparinmenge der lgatten-MZ mit 2,7--4,6% des MZ-Volumens. 
Andererseits tauehen in der Literatur nur kurze Angaben fiber den Naehweis 
neutraler MPS in den MZ auf. Naeh JonF~s, W~R~R und AB~G (]948) ist 
das PAS-positive Material in den Granula lokalisiert. Ohne daraus Folgerungen 
zu ziehen, sind sich die Autoren (P~A~SE 1953, RILEY und WESW 1953, GLEGe, 
CL~MO~T und L~]~LO~-]) 1952, BR~CN-FALOO 1955, NIE]~AtTE~ und WI]~])~A~-~ 
1958) darfiber einig, dal~ nieht alle MZ mit der PAS-Reaktion anf/irbbar sind. 
RILEY (1953) glaubt, da~ besonders die gef/~l~nahen MZ starker PAS-positiv sind. 
Aus diesen Befunden lassen sieh hinsichtlieh des MPS-Stoffweehsels und der 
MPS-Reifung nur wenig Aussagen maehen, um so mehr als die M6gliehkeit 
besteht, dab die positive l~AS-F~rbung dureh andere Substanzen als MPS, etwa 
Phospholipide bedingt ist. So glaubten wir dureh systematisehe MPS-Fgrbungen 
w~hrend der Entwieklung der MZ an Rattenfeten und neugeborenen Ratten 
fiber die Orte und VorgAnge der MPS-Entwieklung Aufsehlul3 zu bekommen. 
Unsere zur Klarung dieser Fragen angestellten Untersuchungen haben gezeigt, 
dal3 bei der Entwieklung der MZ noeh bevor in nachweisbarer Menge meta- 
ehromatische Substanzen auftreten, diese zungehst eine positive PAS-F/irbung 
ergeben, die nach unserer Meinung wahrseheinlieh auf neutrale MPS zurfiek- 
zufiihren i s t .  Die in Entwicklung begriffenen Zellen unterseheiden sieh in GrSl?e, 
Form und Intensit~t der PAS-Farbung anfangs nur wenig, sparer jedoeh deutlieh 
yon den Retieulumzellen. In bei wenige Tage alten und erwaehsenen Tieren an- 
gestellten PAS-F~rbungen waren neben dem PAS-positiven Cytoplasma auch PAS- 
positive Granula zu erkennen. Es tritt  also in den sp/~teren Stadien keine grund- 
sgtzliche ]4nderung mehr ein. 

Verglichen mit den Toluidinblaufgrbungen ist die Zahl der erkennbaren MZ 
in der PAS-F~rbung in den ganz frfihen Entwieklungsstadien deutlieh niedriger. 
Dies liegt zum Tell daran, dab sich in vielen Zellen haupts~ehlieh das Cyto- 
plasma f~rbt, w/thrend die gra.nuls Struktur dadureh weitgehend iiberdeekt 
wird. Die Zellen sind in der PAS-F/irbung dann oft nieht als MZ erkennbar. 

Naeh den Ergebnissen der PAS-Reaktion war die Entwicklung der sauren MPS 
yon besonderem Interesse. Hierbei schien sowohl die Frage naeh dem Zeitpunkt 
des Auftretens der sauren MPS wiehtig, als aueh die Frage, ob diese yon Anfang 
an an die Granula lokalisiert sind. Die in den ersten Entwieklungsphasen an- 
gestellten Astrablau- und Toluidinblaufgrbungen ergaben, dag die Astrablau- 
f/~rbung zu dem gleiehen Zeitpunkt positiv wird wie die Toluidinblauf~Lrbung. 
Dabei setzt die Fgrbung mit Astrablau keine geordnete Anordnung der SOsH- 
Gruppen voraus, w/~hrend die Metaehromasie nur eintritt, wenn die SO,H- 
Gruppen zumindest in Teilen des Heparinmolekfiles dieht angeordnet sind. Die 
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Beobachtung, dab die Astrablauf~rbung zum gleichen Zeitpunkt positiv wird 
wie die Toluidinblauf~rbung, obwohl versehiedene Meehanismen der Farbstoff- 
bindung vorliegen, l~l~t sich nur so erkls dal~ anscheinend yon Anfang an 
eine geordnete Sulfurierung erfolgt. Sowohl in der Astrablauf~trbung als auch 
in der Toluidinblaufi~rbung liegt in den ersten Entwieklungsstadien das saure 
Gruppen tragende metachromasiegebende Material aueh aul~erhalb der Granula. 
Es ist bis jetzt  nieht zu entscheiden, ob in diesen ersten Stadien die Granula 
so verletzlich sind, dab sie bei der Fixierung bereits zerstSrt werden, oder ob 
diese sauren MPS anfangs ebenfalls intergranul/~r lokalisiert sind. In diesem 
Zusammenhang sehien uns yon besonderem Interesse die bei der MPS-Entwiek- 
lung an den MZ erhaltenen Befunde mit dem Verhalten des Histamin- und 
5-t tydroxytryptamingehaltes MZ-reicher Gewebe w~hrend der MZ-Entwicklung 
zu vergleichen. 

Untersuehungen, durch die das Verh/~ltnis des aus MZ-reiehen Geweben extra- 
hierbaren tteparins und Histamins festgestellt wurde, haben gezeigt, dal~ dieses 
mit dem Bindungsverh~ltnis der in vitro-Versuehe fibereinstimmt (W~LE und 
AMA~ 1956). PAI~RAT und W~sT haben festgestellt, daI~ bei Rattenfeten bereits 
mehrere Tage vor der Gebnrt in der I taut  yon Ohren, Bauch und Pfoten Histamin 
(10--25 y/g Gewebe) und 5-Hydroxytryptamin (0--5 y/g Gewebe) vorhanden ist. 
Kurz vor und nach der Geburt steigt der IYistaminspiegel bis zu knapp 60 y/g 
Gewebe und der 5-Hydroxytryptaminspiegel auf bis zu rund 30 v/g Gewebe an. 
Bereits wenige Tage nach der Geburt nimmt der Gehalt der Gewebe an beiden 
Aminen aber wieder auf etwa die H~tlfte der ttSehstwerte (60 y bzw. 30 y) ab 
und stellt sieh in der Folgezeit konstant auf dieses Niveau ein. Vergleicht man 
mit diesen Angaben die vorstehenden Befunde fiber die MPS-Entwicklung in 
den MZ, so zeigt sieh, dal~ abgesehen yon sehr geringen Aminmengen, die vor der 
MPS-Entwieklung schon vorhanden sind, mit dem yon uns festgestellten Zeit- 
punkt  der MZ-Entwieklung die Zunahme der Aminmengen gut mit der l~eifung 
der sauren MPS iibereinstimmt. 

Dies gilt aueh noeh ffir das Verhalten innerhalb der ersten Lebenstage der 
Ratten. W/~hrend dagegen naeh PAn,AT und WEST innerhalb 15 Tagen naeh der 
Geburt der Histaminspiegel wieder auf die H~ffte des hSchsten Wertes abf/~llt, 
nimmt die Zahl der MZ gering zu oder bleibt zumindest konstant, wobei nach 
unseren Beobaehtungen das Verh~ltnis der MZ-Zahl zur Umgebung des waeh- 
senden Bindegewebes erst im sp~teren Verlauf im Sinne eLner relativen Abnahme 
sieh versehiebt. Aueh die Ergebnisse der Toluidinblaureihenuntersuchungen stim- 
men hiermit fiberein. M6glieherweise deutet  das untersehiedliche Verhalten zwi- 
schen Histamingehalt und MZ-Zahl bzw. Gehalt an sauren MPS in den sp~teren 
Entwicklungsphasen darauf bin, dal~ bei der entwiekelten MZ nicht alle sauren 
Gruppen des Heparins mit Histamin besetzt sind. 

In unseren frfiheren Untersuehungen konnten wir zeigen, dal~ die MZ ver- 
sehiedener Tierspecies gewisse Untersehiede in der Ausstattung der histochemisch 
naehweisbaren Enzyme zeigen. Obwohl sich aueh hierbei gewisse Anhaltspunkte 
fiber die Bedeutung der histoehemiseh naehweisbaren Fermente und ihre genauere 
Lokalisation fanden, ergab sich bei der Untersuehung der Enzyme bei der MZ- 
Entwieklung die MSgliehkeit, hierffir weitere Befunde zu gewinnen. A]s wesent- 
liches Ergebnis mSehten wir die T~tsaehe in den Vordergrund stellen, dal~ die 
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bei der ausgereiften MZ der I~atte nachweisbarcn Enzyme schon in den fr/ihen 
Entwicklungsstadien der MZ feststellbar sind. Im Vergleieh zur Entwicklung 
der Granula zcigt sich, dab diese Fermente etwa zu dem Zeitpunkt positiv werden, 
wo in der MZ die Granula entwickelt werden. Das bedeutet, da6 zwischen 
beiden Vorg/ingen ein enger Zusammenhang bestehen muB. Da diese Granula- 
entwicklung nicht gleichmM3ig im gesamten Cytoplasma stattfindet, sondern 
zuerst nut  einzclne Granula an dcr Zellperipherie auftreten, konnte untersucht 
werden, in welchem topographischen Zusammenhang Enzymlokalisation und 
Grannla stehen. Es ergab sich, dab die Enzyme genau der Mengc und Lokali- 
sation der Granula entsprechen. Damit best/itigt sich unsere frfihere bei der 
Granulaausschfittung gemachte Feststellung, dab die Fermente direkt an den 
Granula lokalisicrt sind. Diese bestehen somit nicht nur aus sauren MPS und 
den biogenen Aminen, sondern auch aus enzymatisch wirksamen Proteinen. 
Dieser Befund ist im tIinblick auf die elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
yon G[rSEK fiber die Entwieklung der MZ-Granula yon besonderem Interesse. 

Unsere Untersuchungcn fiber die Entwicklung der MZ best/~tigen damit unsere 
frfihere Auffassung, dab diese Fermente neben den sanren MPS und dem tt istamin 
zu den speziellen Leistungen der MZ gehbren. 

Bei der Bedeutnng, die den MZ bei der akuten und chronischen Entzfindung 
zukommt, liegt nahe, zwischen den unterschiedlichen Entzfindungsabl~ufen w~h- 
rend der Fetalzeit und nach der Geburt Zusammenh~nge zu sehen. 

Zusammenfassung 
Am 16.--17. Schwangerschaftstag werden bei Rat ten in den Mastzellen (MZ) 

erstmals saute Mucopolysaccharide (MPS) nachweisbar. 1--2 Tage vorher zeigcn 
die MZ bereits eine diffuse positive PAS-geaktion.  Die sauren MPS sind in 
den ersten Entwicklungsstadien diffus im Cytoplasma lokalisiert, sp/~ter finder 
sich zunehmend eine Bindung an die Grannla. 

Parallel hicrzu zeigt die Ausz/~hlung der mit Tolnidinblau in abgestuften 
p~-L6sungen gefs MZ, da6 im Frfihstadium der Entwicklung nur wenige 
MZ stark saure MPS aufweisen. Die Zahl der bei hSherem pl~ f/irbbaren 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 yon PAn,AT und WEST 
gefundenen Histamineinlagerung in MZ-reichen Geweben parallel. Dieser Befund 
stellt die Voraussetzung ffir eine intracellul/ire salzartige tIeparin-Itistamin- 
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 
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n u m b e r  of mas t  cells s ta ining wi th  toluidine blue in  solutions of g radua ted  pH 
are counted,  in the early stage of development  only few mas t  cells show a strong 
acid MPS reaction. The n u m b e r  of mas t  cells s ta in ing a t  higher pH rapidly 
increases before birth.  Short ly after b i r th  the increase is only slight. The mas t  
cells show an increased con ten t  of acid MPS. The format ion and  m a t u r a t i o n  
of the acid MPS parallels the deposi t ion of his tamine,  as found by  PAn,AT and 
WEST in  mast-cell-rich tissues. These results represent  the condit ions for an  

intracel lular  salt-like hepar in-h is tamine  union.  I n  adul t  animals  all of the histo- 
chemically demonst rable  enzymes in  the mas t  cells appear  with the format ion 

of granules. 
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