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Fischer, B., Denker, H. W., und Beier, H. M. (Anatomie und Reproduktionsbiologie,
RWTH Aachen, Melatener Strafie 211, 5100 Aachen)

Zum Hiillenumbau von priimplantatorischen Kaninchenembryonen in vitro

Der Umbau der extrazeiluliren Blastozystenhiillen, der physiologischerweise wihrend
der Priimplantationsphase in utero erfolgt, wurde an 3 bis 6 Tage alten Kaninchen-
embryonen untersucht, die 12 bis 48 h in einem Standardsystem (1,5 % BSA) kulti-
viert wurden. Ergebnisse: 1. Der Zona pellucida{Z)-Abbau ist in vitro massiv gestort.
Die Z wird nicht (wie in vivo)} oder nur geringfiigig abgebaut. 2. Dieser ausbleibende
Z-Abbaw beeintrichtigt die Blastozystenexpansion. Fehlentwicklungen wie z. B.
Trophoblasthernien sind die Folge. 3. Die Bildung der Neozona (NZ) gelingt in vitro
nicht. 4. Bet entsprechend alten Embryonalstadien kommt es anstelle des NZ-Aufbaues
zu einér z. T. starken Ansammlung eines homogen strukturierten Materials im perivi-
teliinen Raum. 5. Die Ansammlung dioses Materials ist auch bei dlteren Embryonen
(6. Tag), bei denen bereits-in utero eine NZ angelegt wurde, zu beobachten. Offen-
sichtlich unterbleibt eine Fortsetzung der NZ-Strukturierung. Diese Befunde unter-
stiitzen unsere These von der essentiellen Bedeutung uteriner Faktoren fiir die priim-
plantatorische Normalentwicklung von Kaninchenembryonen. Die Stérungen des Zona
peliucida-Abbaues und der Neozona-Bildung sind hierfiir ein klar erfaBbarer Indikator.
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In der Priimplantationsphase sind an den extrazelluliren Hiillen des Kaninchenem-
bryos die in Abb. 1 skizzierten physiologischen Umbauvorginge zu beobachten 2,
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Abb. 1: Der physiologische Hiillenumbau bei Kaninchenembryonen in der Pri-
implantationsphase

Wihrend der Eileiterpassage kommt es zur Auflagerung der Mukoproteidschicht (M)
auf die Zona pellucida (Z). Wihrend der Blastozystenexpansion nimmt die Dicke der
Hiillen stetig ab, Um den 4. Tag p. c. beginnt der morphologisch nachweisbare Ab-
bau der Zona pellucida, der ca. 1 Tag spiter abgeschlossen ist. An der dem Tropho-
blasten zugewandten Seite der Mukoproteidschicht kommt es ab dem 5. Tag p.c.
zum Aufbau der Neozona, an der an das Uteruslumen angrenzenden Seite ab dem
6. Tag p.c. zur Anlage des Gloolemmas.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es festzustellen, ob sich dieser ty pische Hiil-
lenumbau auch in einem nichtuterinen Milieu vollzieht. Dazu wurden 3, 4, 5 und 6
Tage alte Kaninchenembryonen gewonnen, 12 bis 48 Std. lang in einem Standard in
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vitro-System (BSM II-Medium mit 1,5% Rinderserumalbumin, pH 7,4, 280 mosm;
5% COy in Luft) kultiviert und dann lichtmikroskopisch im Semidiinnschnitt unter-
sucht. Bei den jiingsten Embryonen, die als spite Morulae oder junge Blastozysten
gewonnen wurden und die sich in vitro zu expandierenden Blastozysten Entwik-
kelten, hilt der Hiillenumbau nicht mit der ansonsten zu beobachtenden Weiterent-
wicklung Schritt: Der Zona pellucida-Abbau bleibt aus (Abb. 2) oder liuft nur un-
vollstindig ab. Die Stdrung des Zona pellucida-Abbaues resultiert in einer starren
Einfassung der Blastozyste durch die Zona (Abb. 2). Dies kann die Behinderung der
Blastozystenexpansion bei unphysiologischen Milieubedingungen - wie z. B. in der
In vitro-Kultur und die dadurch bedingten Fehlentwicklungen, z. B. die sich in die
Mukoproteidschicht vorwolbenden Trophoblasthernien, erkliren.

Abb, 2: vﬂm

Bei den zu Kulturbeginn 4 Tage alten Embryonen bleibt wihrend der bis zu 2-tigigen
Kultur die Bildung der Neozona aus. Der perivitelline Raum zwischen Trophoblast
und Mukoproteidschicht ist leer, bis auf wiederholt zu beobachtende Zona pelluci-
da-Reststiickchen als Uberbleibsel des in utero begonnenen aber in vitro nicht vollen-
deten Zona pellucida-Abbaues. Diese Reststiickchen beeintrichtigen die Blastozy-
stenexpansion nicht. Trophoblasthernien oder ihnliche Fehlentwicklungen werden
bei kultivierten 4-tigigen Embryonen nur in Ausnahmefillen beobachtet.

Fazit: Der Zona pellucida-Abbau ist in vitro massiv gestért und kann — falls er in utero
begonnen wurde — in vitro nicht abgeschlossen werden.

Nur vereinzelt werden erste Lagen einer strukturierten Neozona bei den kultivierten
5 Tage alten Embryonen angetroffen. Vorherrschend ist vielmehr — neben einem
lichtmikroskopisch leeren — ein mit einem blaiblauen homogenen Material z. T. prall
gefiillter perivitelliner Raum. Das Material gleicht in seiner Anfirbbarkeit der Neo-
zona und trite nicht bei jiingeren Embryonen auf. Es kénnte sich hierbei um Neozo-
navorstufen handeln.,
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Bei den 6 Tage alten Embryonen, die bereits zu Kulturbeginn eine Neozona angelegt
hatten, finden sich einerseits dhnliche Bilder, nimlich leere oder mit homogenem Ma-
terial gefiillte perivitelline Riume, andererseits jedoch — im Unterschied zu den 5 Tage
alten Embryonen — in nahezu allen Fillen strukturierte Neozonae. Auflen auf der
Mukoproteidschicht ist das Glolemma erkennbar.

Aus diesen Beobachtungen folgt, daf} der Neozona-Aufbau in vitro nicht gelingt und
vermutlich in vitro auch nicht -~ nach Anfingen in vivo — fortgesetzt wird. Es kommt
jedoch zu einer z. T. beachtlichen Ansammlung eines homogenen Materials im perivi-
tellinen Raum, das Neozona- Aufbaumaterial sein kénnte, das jedoch in vitro nicht
strukturiert wird.

Unsere Befunde unterstreichen die essentielle Bedeutung unteriner Faktoren fiir die
praimplantatorische Normalentwicklung von Kaninchenembryonen. Die gestorte
Umwandlung der extrazelluliren Embryonalhiillen — die als Beeintrichtigung des
Zona pellucida-Abbaues einerseits und der Neozona-Bildung andererseits genau spe-
zifiziert werden kann - stellt ein wertvolles Markersystem zur Kennzeichnung un-
physiologischer Milieubedingungen dar und ist damit ein wichtiges Hilfsmittel fiir die
Untersuchung der Bedeutung uteriner Komponenten in der Frithschwangerschaft.
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