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E n z y m e  T o p o c h e m i s t r y  of t h e  E a r l y  D e v e l o p m e n t  

a n d  I m p l a n t a t i o n  in  t he  R a b b i t  

III .  Proteases 

Summary. Proteinases and LAP are demonstrated histochemically in early stages of 
development in the rabbit: in the egg, the Fallopian tube, and the uterus. 

For proteinases a new substrate film technique is used. Its value is compared with that 
of various other methods. I t  demonstrates a high proteolytic activity of the trophoblast, 
which is timed to the dissolution of blastocyst coverings and to implantation. 

A high L A P  activity is observed in the epithelium of the uterus rising at the time when 
the eggs enter the uterus and dropping at the time of implantation. A physiologic role in the 
preparation of specific uterine secretion proteins is discussed. 

Zusammen/assuug. An Friihstadien der Entwicklung des Kaninchens (Keim, Tube und 
Uterus v o n d e r  Ovulation bis zur Implantation) wird die histochemische Verteilung von 
Proteinasen und LAP untersucht. 

Zum Proteinasennachweis dient ein neuer Substratfilmtest. Sein Wert wird mit dem 
anderer Methoden verglichen. Der Test demonstriert eine hohe proteolytische Aktivit~t des 
Trophoblasten, die 5rtlich und zeitlich korreliert ist mit der AuflSsung der Blastozystenhfillen 
und der hnplantation; ein Kausalzusammenhang wird vermutet. 

Im Uterusepithel tr i t t  beim Ubertri t t  des Keims aus der Tube eine hohe LAP-Aktivit~it 
auf, die noch vor der Implantation wieder abf~llt. Eine Bedeutung fiir die Bereitstellung der 
spezifischen Sekretproteine wird diskutiert. 

Einleitung 

U b e r  die T o p o c h e m i e  v o n  G l y k o p r o t e i n e n  wi~hrend der  F r f i h e n t w i c k l u n g  
u n d  I m p l a n t a t i o n  des K a n i n c h e n s  l iegen schon ausf t ihr l iche  U n t e r s u c h u n g e n  v o r  
(Denker ,  1969a).  Aus  i hnen  w u r d e n  einige h y p o t h e t i s c h e  Vor s t e l l ungen  f iber  
den  S to f fwechse l  d ieser  S u b s t a n z e n  abge le i t e t .  D u r c h  die Fe s t s t e l l ung  der  Ver- 
t e i l ung  ko r re l i e r t e r  E n z y m a k t i v i t i ~ t e n  sollen diese Vors t e l lungen  i iberpr f i f t  werden .  
E i n e  f r f ihere  Mi t t e i l ung  b e h a n d e l t e  Glykos idasen ,  die an  den  K o h l e n h y d r a t b a u -  

Abkiirzungen: EDTA = J~thylendiamintetraazetat, FA ~ Formol-Alkohol, FAE 
Formol-Alkohol-Eisessig, HgBPB -- Hg-Bromphenolblau (-fKrbung), LAP = Leucinamino- 
peptidase, MPS Mukopolysaccharid, -e, MS -- Mukosubstanz, -en, NA Neuramins~ure, 
SialinsKuren, NAase ~ Neuraminidase, nMS neutrale Mukosubstanz, -en, PAS : - P e r -  
jods~ure-Schiff-Reaktion, p .c . - - -pos t  coitum, hp.c . ,  dp .c .  Stunden p.c., Tage p.c., 
sMS z saure Mukosubstanz, -en, v/v MischungsverhKltnis zweier Volumina, w/v -- Ge- 
wicht pro Endvolumen. 
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s t e inen  a n g r e i f e n  k S n n e n  (Denker ,  1971b).  H i e r  w i rd  n u n  die  V e r t e i l u n g  v o n  

P r o t e a s e n . g e s c h i l d e r t ,  w o d u r c h  e ine  Diskuss ion  der  Biochemie des Implantations- 
vorgangs u n d  der  Phys io log i e  der  Uterusschleimhaut mSgl ich  wird .  Spezie l l  ff ir  

diese U n t e r s u c h u n g e n  e n t w i c k e l t e  Substrat/ilmtests w a r e n  ein w i c h t i g e s  I t i l f s -  
mi t t e l .  - -  Zu r  D e f i n i t i o n  der  v e r w e n d e t e n  Begr i f fe  vgl .  D e n k e r  (1969a).  

Material und histologische Teehnik 
Von Kaninchentuben und -uteri mit  Keimen verschiedener Entwicklungsstadien wurden 

Kryostat-Nativschnitte hergestellt. Zu den Einzelheiten vgl. die 1. Mitteilung dieser Serie 
(Denker, 1971a). 

Chemikalien. 8-Amino-l-naphthol-3,6-disulfons~ure, Mono-Na-Salz (H-S~ure, Mono-Na- 
Salz) techn.: Fluka;  Fast  blue B salt (tetrazotiertes di-o-Anisidin.ZnC12): Serva; Form- 
aldehydlSsung s~turefrei min. 37 Gew.-% ffir die Histologie: Merck; Gelatine: Merck; :Bacto- 
Gelatin: Difco; Glykogen ffir biochemische Zwecke: Merck. Im iibrigen wurden, soweit 
erh~ltlich, p.a.-Priiparationen verwendet. 

Resultate 

1. Proteinasen : Substrat/ilmtests 

A b b a u  u n g e f ~ r b t e r  Ge l a t i ne f i lme  

Methodik. Hier kam in erster Linie ein Substratfilmtest zur Anwendung, der speziell ffir 
die Verh~ltnisse beim Kaninchenkeim entwickelt wurde (Denker, 1969b). Zu den allgemeinen 
Prinzipien yon Substratfilmtests vgl. Denker (1971 a). Bei diesem Test werden als Substrat 
Ausstriche yon Gelatine verwendet, deren Abbau durch nachtr~igliche Fiirbung verfolgt wird. 
Da natiirliche Proteine von einer ganzen Reihe von Proteasen abgebaut werden kSnnnen. 
kann man ffir den demonstrierten Effekt zun~ichst kein bestimmtes Enzym namhaft machen, 
sondern mu[~ allgemein von proteolytischer Aktivit~t sprechen. 

Wesentlich ist die Art  der Herstellung der Substrat/ilme, vor allem deren Fixierung. Eine 
Fixierung ist notwendig, vielleicht weil eine Inkubation von 38 ~ C notwendig, Gelatine aber 
bei dieser Temperatur fliissig ist, w~hrend sie nach den hier verwendeten Fixierungen hSch- 
stens eine leicht pastSse Beschaffenheit bekommt. Jedenfalls habe ich mit Ausstrichen 
unfixierter Gelatine und Inkubation bei Zimmertemperatur keine klar positiven Resultate 
erzielt. Solche Ergebnisse zeigen sich aber nach Fixierung des Filmes mit Formol-Alkohol 
(FA), FAE, Gendre, Rossman oder Bouin. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde mit  
einem Gemisch aus Formol und 96% Athanol (FA) bei Kfihlschranktemperatur fixiert, da 
sich dabei eine hohe Empfindlichkeit des Nachweises bei guter Lokalisation ergibt. Eine 
sch~rfere Lokalisation ist bei Anwendung h5herer H~O-Konzentrationen im Fixierungs- 
gemisch zu erzielen (vgl. Denker, 1969b). Die Empfindlichkeit ist dann aber geringer. Rein 
w~il3rige Formoll5sung macht den Substratfilm weitgehend resistent, so dal3 nur am Oft und 
zum Zeitpunkt des Maximums der enzymatischen Aktivit~t ein leiehter Effekt zu sehen ist 
(s. Ergebnisse). 

Die (Nativ-) Schnitte mfissen direkt auf dem Fihn montiert werden; werden sie nach 
Daoust zun~chst auf einem Glycerin-Gelatine-Ausstrieh auf einem zweiten Objekttritger mon- 
tiert, der dann in Kontakt  mit dem Film gebracht wird, so gibt es keine klar positiven 
Ergebnisse. Dies ist vielleicht auf eine starke Diffusibilit~t des Enzyms (s. unten), vielleicht 
auch auf die Notwendigkeit einer Inkubation bei 38 ~ C, die dabei nicht mSglich ist, zuriick- 
zufiihren. Als vorteilhaft erweist sich die Anwesenheit einer geringen Konzentration yon 
niedermolekularen Stoffen, vielleicht wegen eines osmotisehen Effekts. HShere Konzentra- 
tionen versehlechtern die Lokalisation. Ich habe in der Regel die fertigen (trockenen) Sub- 
stratfilme vor der Montage des Sehnitts in Phosphatpu/]erl6sung quellen und anschlieBend 
trocknen lassen. Ob und in welchem Umfang allerdings dieser pH-Wert  wirklich aufrecht- 
erhalten wird, vor allem unter Einflufl der Puffersysteme des Schnitts, ist gewiB in keinem 
Fall sicher zu sagen. 

Zu weiteren Einzelheiten der Methodik vgl. Denker (1969b). 

2~; Histochemie, Bd. 25 
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Ergebnisse (vgl. Tabelle 1; Abb. 1--7). Mit diesem Substratfilmtest ist eine 
aul3erordent[ieh hohe proteolytische Aktivit/~t des Keims demonstrabel, die in sehr 
sehSner zeitlieher und r/~umlicher Korrelation steht zu den Vorg~ngen der Au[- 
15sung der Blastozystenhiillen und der antimesometraten Implantat.ion. 

Alle anderen histologisehen Orte zeigen entweder keine oder nur einesehrschwa- 
che und ziemlieh konstante Reaktion (Zu den Kriterien ffir die St~rke der Reaktion, 
der ,,Aktivit'~t", s. die ErSrterungen bei Denker, 1971a; es sind dies: Grad der 
F/~rbbarkeitsminderung, Gr61le der Abbauzone und benStigte Zeiten). So ist das 
Uterussekret in allen untersuchten Stadien angedeutet oder schwach positiv. Ein 
sehw/icherer Ausfalt der F/~rbung im Bereich einzelner, disseminiert hegender 
Stromazellen yon Tube und Uterus und Uterusepithelzellen ist auch immer wieder 
zu beobaehten ; er ist recht scharf auf den Ort der betreffenden Zellen beschr/~nkt 
und bei F/~rbung durch den Schnitt hindurch oft nicht eindeutig yon Aufhellungen 
zu unterscheiden, die dureh Diffusionsverz6gerung unter besonders fettreichen 
Zellen auftreten k6nnen. 

Im Keim dagegen trit t ,  naehdem Tubeneier und junge Btastozysten negativ 
gewesen waren (Abb. 1, 2), ab 6 d p.e. eine Aktivit~,t auf, die 7 d p.e. sehr stark 
ist und 71/3 d p.e. iiberraschend hohe ~Verte en'eieht (Abb. 3, 4). Zu diesem Zeit- 
punkt  ist die Aktivit~.t aucb nach reiner Formolfixierung, die den Film recht 
resistent maeht, demonstrabel. 6 d p.c. konnte ich keine Bevorzugung bestimmter 
Partien der Blastozyste bemerken. 7 d p.c. ist immer wieder eine Betonung des 
antimesometralen Bereichs deutlich, der Film wird aber im gesamten Tropho- 
btastbereieh abgebaut {Abb. 3a). Der Keimscheibenbereieh jedoch reagiert nur 
schwaeh; bei 1/ingerer Inkubation ~@d der Film auch hier aufgel6st (Abb. 3b). 
7~/3 d. p.e. ist die Aktivit~t auf die abembryonale Hemisph/~re beschr~nkt; nicb~ 
nur die Keimscheibe, sondern auch der sic umgebende Trophoblast ist negativ 
(Abb. 4). 8 d p.c. ist die Reaktion wieder geringer als 7 d p.c. Die abembryonale 
Lokalisation ist erhalten, doeh treten hier aueh fast negative Partien auf, und es ist 
nun andererseits eine leiehte Aktivit/~t der embryonalen I-Iemisph/~re erkennbar 
(Abb. 5). 

Die Lokalisation war in diesen Tests nie sehr seharf (vgt. S. 345). Eine 
Zuordnung zu feineren Strukturen des Keims, etwa den Trophoblastsprossen, ist 
daher nieht sieher m6glich; Formol-It20-fixierte Fflme, die 71/z d p.c. auch 
angegriffen werden, zeigen aber Abbauzonen besonders in der Umgebung der 
Trophoblastsprosse, so dab hier ein Aktivit/~tsmaximum vorliegen mag (Abb. 6). 
Auff/~llig ist, dab die Reaktion an Orten, an denen sich die Trophoblastsprosse bereits 
mit dem Uterusepithel verbunden haben, meist abgeschw~cht oder negativ ist, 
ebenso dort, wo Trophoblastgewebe sich bei der Montage auf Endometrium geschla- 
gen hat. 

Die wirksamen Faktoren des Keims sind sehr leicht di//usibel. Bereits eine 
Sp/ilung des auf den Film montierten Sehnitts in physiologischer oder hypertoner 
IqaC1-L6sung wie in konzentrierter Saeeharose-L6sung ffihrt zu einem vSllig nega- 
riven Reaktionsausfall; die Aktixdt/~t des Uterussekretes und der Stromazellen 
bleibt dagegen erhalten. 

Damit ist eine Inkubation in einem fl/issigen Medium nicht mSglieh, und dies 
stellt ein schweres Handikap ffir die Austestung weiterer Eigensehaften dar 
(pH-Optimum, Wirkung yon Aktivatoren und Hemmstoffen, Hitzeinaktivierung). 
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Mesometrales Blastozyste~- 
Blastozyste Endometrium hbhle 

\ / 

Abbauzone 
Abb. 1--5 

Abb. 1. Proteolytische Aktivit~t: Gelatine-Substratfilmtest. Keim ira Uterus, 5 d p.c. 
pH 5,2; Inkubation 5 h. 25 •  Leichte Aufhellung des Films im Bereich des Uteruslumens, 

keine Aktivit~t des Keims 

Abb. 2. Proteolytische Aktivit~t: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 6 d p.c. 
pH 5,2; Inkubation 41/2 h. 10 •  Keine deutliche Aktivit~t des Keims 

Abb. 3a u. b. Proteolytische Aktivit~t: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 
7 d p.c. a (~bersicht, 10 •  pH 5,2; Inkubation 5 h. Breite Abbauzone im Bereich des Keims, 
~)esonders antimesometral, b Keimscheibe, 10• pH 7,4; Inkubation 31/2 h. Aktiviti~t im 

Bereich des Trophoblasten deutlich, im Bereich der Keimscheibe nut  sehr gering 
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Abb. 6. Proteolytische Aktivit~t: Gelatine-Substratfilmtest, aber Fixierung des Films hier 
in alkoholfreier (w~Briger) Formoll5sung. Inkubation 2 h. Keim im Uterus, 71/a d p.c., 
antimesometral. 100 • Abbauzone um den Trophoblasten, besonders im Bereich yon Tropho- 

blastsprossen 

Eine pH-Abhiingigkeit habe  ich sehr grob dadurch  zu prfifen versucht ,  dab  ieh die 
Subs t ra t f i lme  vor  der  Montage  des S c h n i t t s i n P h o s p h a t - P u f f e r - L 6 s u n g  habe  quellen 
und  anschlieBend wieder  t rocknen  lassen. Das  quan t i t a t i ve  Verh/i l tnis  der  beiden 
K o m p o n e n t e n  des Puffers  dfirfte dabe i  an  al len Or ten  des F i lms  einigermaBen 
e rha l ten  bleiben, da  beide n ich t  flfichtig sind. Al lerdings  is t  die Puf fe rkapaz i t / i t  
gering und  es is t  n ich t  sicher, inwiewei t  sie effekt iv  ist,  wenn nun der  Schn i t t  m i t  
seinen eigenen Puf fe r sys temen  auf dem F i lm  mon t i e r t  wird.  I m m e r h i n  zeigt sich bei  
Tes tung  yon  Puffern  mi t  p H - W e r t e n  zwischen 5,2 und  8,0 ein verschieden s ta rker  
Reak t ionsaus fa l l  (n/imlich verschiedene Aufhel lungsgrade,  eine verschiedene Bre i te  
der  Abbauzone  und  eine verschiedene Geschwindigkei t ,  in der  ein bes t immtes  
solches Ergebniss  erre icht  Mrd) .  6 d p .c .  scheint  das  p H - O p t i m u m  im Sauren  zu 
liegen, 71/a und  8 d p .c .  im Alkal ischen.  7 d p .c .  wechseln die Ergebnisse  bei  ver- 
schiedenen Keimen,  in einigen F/~llen is t  keine Bevorzugung eines be s t immten  
p t I -Bere ichs  zu erkennen.  Die Be tonung  der  an t imesomet ra l en  K e i m p a r t i e n  scheint  
mir  7 d p.c .  bei  a lka l i schem p H  deut l icher  zu sein; insgesamt  is t  die Var ianz  der  
Ergebnisse  eines solchen Subs t ra t f i lmtes t s  aber  so groB, dab  m a n  solche Unte r -  
schiede k a u m  bewer ten  kann.  

Die p t t - A b h ~ n g i g k e i t  der  R e a k t i o n  is t  in diesen Tests  also n icht  sehr ausge- 
pragt .  Es g ib t  aber  andere  Kr i te r ien ,  die fiir eine Enzymnatur der wirlcsamen 
Faktoren sprechen:  1. Die R e a k t i o n  benSt ig t  deut l ich  eine gewisse Zeit: Kon-  
trol len,  die ohne I n k u b a t i o n  sofort  gefarb t  werden,  sind e indeut ig  negat iv .  
2. Eine Temperatur yon  38 ~ C ist  offenbar  nStig,  da  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  keine  

Abb. 4. Proteolytische Akt.ivit~t: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 71/a d p.c. 
pH 7,4; Inkubation 31/2h. 10• Breit~- Abbauzone in Bereich der (abembryonalen, anti- 
mesometralen) Invasionsorte. Embryonale Seite des Keims negativ. Uterussekret leicht aktiv. 

(Paraplazentar furche) 

Abb. 5. Proteolytische Aktiviti~t: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 8 d p.c 
pH 5,2; Inkubation 4 h. 5 •  Antimesometral nur noch stellenweise st~rkere Aktivit~t des 

Keims. Leichte Aktiviti~t mesometral (in der Abb. oben) 
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klar positiven Ergebnisse erzielt werden (vgl. aber auch S. 345). 3. Durch Zusatz yon 
ItgC12 zum Puffer in einer Konzentration yon 0,01 m i s t  die Aktivit~t vollst~ndig 
hemmbar. NaF und Monoj odessigs/ture zeigen dagegen auch in Konzentrationen yon 
0,1 m nur fragliche, p-Chloromercuribenzoat gar keine Effekte, ebenso Trypsin- 
Inhibitor aus Sojabohnen und EDTA oder Ca ++. H6here Konzentrationen sind 
nicht prfifbar, da hier offenbar unspezifische osmotische Effekte auftreten: Bei 
allen Stoffen (z.B. auch NaC1), sofern sie nicht wie HgCl~ deutlich hemmend 
wirken, ist bei Konzentrationen yon mehr als 0,1 m zu beobachten, dal~ die Abbau- 
zone breiter und unsch~rfer wh-d und sieh entlang aller OberfI/ichen aus- 
breitet. Eine Sp/ilung der Schnitte nach der Montage auf dem Film in 80 % Athanol 
oder absolutem Methanol ftihrt zu v611ig negativem Reaktionsausfall, w~hrend 
Behandlung der Fihne allein und Montage der Sehnitte nach Troeknung des 
Fihns wieder das bekannte positive Resultat liefert. Der Grund dafiir kann aber 
sein, dab das Enzym sehr leicht diffusibet ist (s.o.). Behandlung der montierten 
Sehnitte mit Methanol- oder Xthanoldampf (Petrisehalen bei 37~ 20 min) ist 
ohne Effekt, ebenso eine trockene Erhitzung auf 95 ~ C fiir 10 rain. Bei allen diesen 
Hemmungsexperimenten ist aber die Sehwierigkeit der quantitativen Bewertung 
von Substratfilmtests zu beacht, en; nur ein exakt quantitativer bioehemiseher 
Test k6nnte Klarheit sehaffen. Dies gilt besonders fiir die schw/ieheren Reaktionen 
von Uterussekret und Strom~tzellen. Die proteolytische Aktivit4t des Uterus- 
sekrets ist vielleicht etwas st'~rker bei saurem pi t  ; gegeniiber den anderen geteste- 
ten Einfliissen verhgtt sie sich ~hnlich wie die des Keims. Die Stromazellen- 
reaktion scheint ein pH-Optimum im Sauren zu haben. 

Fiir alle mitgeteilten Beobachtungen gilt der Vorbehalt, dab Substratfilmtests 
eine geringe Empfindlichkeit, d.h. eine hohe Sehwelle haben. Schwache Aktivi- 
t~ten werden nicht erfaBt. Dies ist bei der Beurteilung des Verteilungsmusters 
zu beachten. 

Abbau yon Glykogen-Gelatine-Fitmen 

~Venn man f6r die Iterstellung der Substratfilme anstelle reiner Gelatine ein 
Gemisch yon Gtykogen und Gelatine verwendet, l~t~t sich die proteolytische Akti- 
vit/~t des Kaninchenkeims besonders scharf tokalisieren, auch sind die notwendigen 
Inkubations~eiten sehr viel kfirzer (<  1 Std). Der Forderung nach einer chemisch 
eindeutigen Interpretierbarkeit der Ergehnisse gen(igt diese Methode aber nicht, 
da der Substratfilm aus zwei spaltbaren Komponenten besteht. Die Filme wurden 
in Anlehnung an die Methode des Amylasenachweises yon Szemplinska u.a. (1962) 
hergestellt, fixiert wurde jedoch in Gendres L6sung. Zumindest nach dieser Fixie- 
rung wird mit den Glykogen-Gelatine-Filmen aber kein Glykogenabbau, sondern 
die proteolytische Aktivit~t des Keims erfaBt. 

i]lethodik. Ausgangsl6sungen: A. GlykogenlSsung 20% in Aqua dest. (w/v), frischer An- 
satz; B. Getatinel6sung 5% in Aqlta dest. (w/v); C. Gendres Fixierungsgemisch, frischer 
Ansatz (s. Pearse, 1968); D. FormollSsung: Formol etwa 40 Gew.-% 20ml, Aqua dest. 
40 ml. 

Herstellung der Substrat/ilme. 1. Glykogenl6sung (A.) und Gelatinel6sung (B.) auf 60~ 
erw/irmen, mischen (A. 2 ml, B. 2,3 ml), Gemisch auf 60 ~ C halten. 2. Auf einem Objekt- 
tr~iger ausstreichen und trocknen wie bei der Herstellung yon Gelatinefilmen (s. Denker, 
1969b). 3. Fixieren in Gendres L6sung (C.) bei 0--4 ~ C 8 Std. 4. Waschen in flieBend Lei- 
tungswasser von 24 ~ C, >~ 20 rain. Hierbei miissen die Filme stark quellen und sich vom 
Objekttr~ger 16sen; sie werden dann wie der Objekttr~ger 2real kurz in Aqua dest. gespiilt, 



Frfihentwicklung und Implantation. III  

~esometrales Endometrium 

351 

Endometrium 

I I 
Trophoblast Keimscheibe 

Abb. 7a u. b. Proteolytische Aktivit~t: Abbau yon Glykogen-Gelatine-Filmen. Keim im 
Uterus 7 d p.c. Kein Puffer; Inkubation 2h. PAS-HKmalaun. a ~bersicht, 10• Abbau 
im gesamten Keimbereich. Keimscheibe (mesometral) in der Abb. oben. AktivitKt auch im 
Lumen der Krypten des Endometriums, besonders mesometral, b Keimscheibe der 

Abb. 7a, 45 • Abbau des Films nur an der ~uBeren Oberfl~che der Keimscheibe 

auf dem Objekttr~ger ausgebreitet und an der Luft getrocknet. Die Filme sind, bei Zimmer- 
temperatur trocken gelagert, mehrere Wochen lang haltbar. 

Aus/i~hrung des Tests: Wie im Fall von reinen Gelatinefilmen (s. S. 345). F~rbung durch 
die PAS oder mit verdiinnter Lugolscher LSsung oder mit HgBPB (s. Pearse, 1968). Nach 
PAS oder HgBPB ist Entw~sserung und EinschluI3 in Eukitt mSglich. 

Ergebnisse. (vgl. Abb.  7). Nat ivschni t te  vom Stad ium 7 d p. c. wurden verwen- 
det ;  sie erbrachten  Ergebnisse, die ganz denen  entsprachen,  die m a n  bei Ver- 
wendung reiner Gelatinefilme erh~lt:  Eine Abbauzone  liegt in  der gesamten 
Zirkumferenz des Keims,  oft ist sie antimesometral breiter. I m  Bereich der 
Keimscheibe ist sie am schmalsten u n d  liegt an deren AuSenseite (s. Abb.  7b). 
Eine  schw~chere Aufhellung ist in den Furchen  und  K r y p t e n  der Uterusschleim- 
hau t  erkennbar .  

Die beobachte ten  biochemischen Eigenschaften der wh'ksamen Fak to ren  ent- 
sprechen wieder den VerhKltnissen beim Abbau  yon  reinen Gelat inefi lmen (S. 346 ff.). 
Nachfixierung der Substratf i lme in  Formol  mach t  sie fast vollst~ndig resistent.  
Die Abbauzonen  zeigen sich nach Glykogenf~rbung wie PAS u n d  Lugol ebenso 
wie b e i A n w e n d u n g  der ProteinfKrbung Hg-Bromphenolb lau  (HgBPB).  Imle t z t e r en  
Fal l  allerdings sieht m a n  nicht  zu breite Abbauzonen  yon  feinen Gelat inest r~ngen 
f iberspannt ;  PAS oder Lugol sind an  dieser Stelle negativ.  
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Ffir die begfinstigende Wirkung des Glykogenzusatzes zur Gelatine (kfirzere 
Inkubationszeiten) sei daher folgende hypothetische Deutung gegeben: 1. Durch 
die Mischung mit  Glykogen wh-d die Konzentration der Gelatine vermindert, so 
dab die Proteolyse an einem histologischen Ort fr/iher vollendet sein kann. 
2. Dureh die Quellung, Losl6sung und nachfolgende Antrocknung erh~lt der 
Glykogen-Gelatine-Film eine mechanische Spannung. Dadurch weicht er an Orten, 
an denen die Gelatine erst partielt hydrolisiert ist, auseinander; es entsteht hier 
also ein Spalt zu einem Zeitpunkt, zu dem ein reiner Gelatinefilm erst eine leichte 
Verminderung der F/~rbbarkeit zeigen wiirde. Resultat  sind die besehriebenen 
fKdig ausgezogenen Gelatinereste und eine gr6$ere Dichte des geschrumpften 
Fflmteils im Zentrum des Keims. Die Keimscheibe haftet  mit  ihrer inaktiven 
Innenseite naeh wie vor an diesem zentralen Fflmteil und wird dadurch nach 
innen konvex durehgebogen (vgl. Abb. 7 b). 

Methode nach Cunningham 

Bei dem Substratfilmtest nach Cunningham (1967) werden vorgef/trbte 
Gelatinefilme verwendet. Beabsichtigt ist die Ausschaltung yon Diffusionsarte- 
fakten, die bei F/trbung des Films nach der Inkubat ion durch den Schnitt hin- 
durch vorkommen k6nnen. Die Prozedur der Filmherstellung ist aber sehr urn. 
st~ndlich. 

Die Ergebnisse gleichen bei Verwendung yon ,, 15-min-FBB-Filmen" bei ~hnti- 
cher Ausffihrung des Tests prinziloiell ganz denen, die mit  ungef~rbten Filmen 
erzielt wurden (vg]. S. 346), sind abet  wegen der insgesamt schws F~rbung 
der Filme weniger deutlich. Man kann wiederum die bereits besprochenen bio- 
chemisehen Eigenschaften der wh-ksamen Faktoren feststellen (vgl. S. 346 ft., beson- 
ders hinsichtlich EDTA und Ca++). ,, 45 min-FBB-Filme" sind 7 d p.c. vollst~ndig 
resistent. 

Fotoplatten-Methode 

(Adams u. Tuqan, 1961 ; vgl. auch B61anger u. Migicovsky, 1963, Roitt  u. a. 1965). 
Zur Anwendung kam das Stadium 7 d p. e. - -  In  keinem Fall, weder bei Inku- 

bation in feuchter Kammer  noeh in fliissigem Inkubationsmedium, habe ich mit 
dieser Methode an meinem Material irgendeinen Effekt eindeutig demonstrieren 
k6nnen. Erprobt  wurden zwei Fabrikate von Fotoplat ten (Gevaert Scientia 19 D 50 
und Perutz Diaplatten). Eine Spiilung der Plat ten (vor ihrer Verwendung) in 
Cysteinl6sung, wie sie von Roit t  u.a. durchgeffihrt wurde, /~nderte nichts am 
negativen Ausfall. 

Zu beachten ist, da~ Fotoplatten reichlich Sflber enthalten, die mit  den anderen 
Methoden demonstrierte Aktivits aber durch Sublimat vollst~ndig gehemmt 
wird, so dal~ aueh eine I temmung dutch Ag denkbar ist. Blandau (1949) konnte 
die proteolytische Aktivit~t der Meerschweinchen-Blastozyste ebenfalls mit  
Fotoplat ten nicht demonstrieren. 

2. Leucina:m, inopeptidase (LAP; EC 3.4.1.1) (Nachlas u.a. 1957) 
Methodilc. s. Pea.me, 1960. Die Spezifitfit der Methode fiir LAP ist nicht ganz sicher 

(vgl. ~ohr, 3968; Sylvan u. Snellman, 1968; Pearse, 1960), wil~t abet allgeraein zun~chst 
angenommen. 
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K e i m  
i 

Keim - 

Abb. 8. LAP. Keim in der Tube, 3 d p.c. 70•  Nur leichte Anf~rbung yon Keim und 
Tubenepithel 

Abb. 9. LAP. Keim im Uterus, 4 d p.c. 25X. Reaktion stark positiv in der Tiefe der 
Schleimhautfurchen, mKBig in tier Umgebung des Keims und im Keim 

Abb. 10. LAP. Endometrium, 5 d p.c. 100x.  Starke diffuse Anf~rbung yon Epithel und 
Sekret im Zentrum einer Furche. Betonung der apikalen Zell~bschnitte 

Abb. 11. LAP. Endometrium, 6 d p.c. 160 •  Granulate FKrbung der basalen Zellabschnitte 
des Epithels. In den tiefen Partien der Krypten nur schwache Reaktion, apikal 
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Abb. 12a--d. LAP. Endometrium. 60• (a) 3 d p.c. Beginnende Reaktion des Epithels im 
Zentrum einer Sehleimhautfurche. (b) 4 d p. c. Reaktion welter ausgebreitet. (c) 5 dp. c. Starke 

Reaktion des Epithels im Bereich einer Furche. (d) 7 d p.c. Kaum noch eine Reaktion 

Ergebnisse. (vgl. Tab. 2; Abb. 8--12). Der Keim (Abb. 8, 9) zeigt ha allen 
Stadien nur eine geringe Aktivit~t,  am deutlichsten noch im Plasma yon Tuben- 
keimen (mit gelegentlicher Betonung der Keimperipherie), im Trophoblasten junger 
Blastozysten, an der ~u~eren 0berflache der Keimscheibe 7 d p.c. und in den 
Trophoblastsprossen 71/3 d p.c. Die Zona yon Furchungsstadien ist oft leicht 
getSnt, die Mukoproteidschicht aber negativ. 

In  der Tube (vgl. Abb. 8) reagiert das Sekret meist negativ; gegen Ende der 
Tubenwanderung des Eies t r i t t  hier eine sehwache F~rbung auf. Das Ep~thel 
ist ha der Pars ampullaris so gut ~ e  negativ, in der Pars isthmica sehr schwach 
und wechselnd gef~rbt, besonders 3 d p.e., wobei eine Betonung der apikalen 
Zellabsehnitte zu beobachten ist (daneben aueh eine leichte Betonung der basalen 
Region). Das Stroma reagiert praktiseh negativ. 

Das Ute~sepithel zeigt eha sehr auff~lliges Verhalten. Naehdem es noeh 
45 h p.e. praktisch negativ gewesen ist, t r i t t  3 d p.c. eine deutliche Aktivit~t  
auf, die bis 5 d p.c. sehr stark wird (s. Abb. 12). Ihren Ausgang nimmt die 
Reaktion bei ihrer Ausbreitung yore Gebiet der Miindungen der Kryp ten  in die 
Sehleimhautfurchen. 5 und 6 d p.e. ist der grSi~te Teil des Epithels bis auf die 
tiefsten Abschnitte der Kryp ten  sehr stark positiv. Etwas bevorzugt werden die 
mesometralen Bereiehe des Endometriums. Zu dieser Zeit ist stets auch eine 
deutliche Anf~rbung des Uterussekrets zu beobaehten (Abb. 10), allerdings ist die 
Lokalisation bei dieser Methode nicht sehr seharf und eine artefizielle F~rbung der 
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Umgebung stark positiver Orte m6glieh (vgl. Pearse, 1960). Ab 6 d p.c. treten 
stark tingierte Granula an der Basis der Epithelzellen auf (Abb. 11); bis dahin 
hat  das Maximum in den Zellen apikal gelegen, w o e s  von jetzt an vor allem 
noch in der Umgebung des Keims zu sehen ist. 7 d p.e. ist das Reaktionsprodukt 
basal und apikal grob granular, insgesamt aber sp~rlieher. Bis 8 d p.e. geht die 
Reaktion des Uterusepithels auf sehr geringe Anfi~rbungen zurfick. Antimeso- 
metral reagieren im Gegensatz zu mesometral die tiefen Abschnitte der Krypten  
am stiirksten. Stromazellen sind im Uterus leicht, aber deutlich positiv, vor allem 
um 5- -6  d p.e. 

Diskussion 

In  den ersten Tagen des Uterusaufenthalts des Kaninehenkeims ist der auf- 
f/illigste Befund das Verhalten der LAP (vgl. S. 355): Wghrend sie zurZei tder  
Tubenwanderung im Uterusepithel kaum nachweisbar war, wird sie zum Zeit- 
punkt  des Obertri t ts  des Keims in den Uterus (31/3 d p.o.) deutlieh positiv und 
erreicht 4 - -5  d p.c. eine au8erordentlieh hohe Aktivit~tt. Besonders interessant 
ist, dal3 sie kurz darauf (bis 8 d p.c.) sehon wieder fast zu den geringen Ausgangs- 
werten zurfiekgeht. Diese Aktivits fi~llt also zeitlich zusammen mit der Blasto- 
zystenbildung und der Phase der Erni~hrung des Keims fiber das Uterussekret. 
Man darf wohl vermuten, dal~ ihr eine Bedeutung ffir die Bereitstellung der 
Proteine des Uterussekrets zukommt.  Einige dieser Proteine haben wichtige Funk- 
tionen ffir die Entwicklung der Blastozyste (vgl. Beier, 1967 ; Daniel und Krishnan, 
1967 b ; Krishnan u. Daniel, 1967 ; Kirehner, 1969). Ihre Sekretion wird hormonell 
gesteuert (Beier, 1968). Sieher wird aueh die LAP-Aktivit/it  hormonell reguliert 
(zum 0stradioleinflul3 bei der Rat te  vgl. Sehmidt u. Mitarb., 1966). Kathepsin 
(eine Beziehung zwischen LAP und der Kathepsingruppe wird diskutiert, s. Sylv6n 
u. Snellman, 1968) verhs sich bei der Rat te  Ahnlich (Wood u. Psychoyos, 1967). 
Zur Gesamt-Proteasen-Aktiviti~t, wie sie Schwick (1963) im Uterussekret be- 
stimmte, besteht keine echte Korrelation; er beschreibt einen Anstieg der Akti- 
vitiit bis 62/3 d p.c., was besser mit  den Ergebnissen meiner Substratfilmtests 
(Tabelle 1) iibereinstimmt. Befunde an Uterushomogenaten lassen sich wegen der 
verschiedcnen methodischen Voraussetzungen schlecht vergleichen; hier geht die 
Aktiviti~t des bindegewebigen Stromas und des Myometriums mit ein (vgl. Halban 
u. Frankl, 1910; Frankl u. Aschner, 1911; Schaub, 1964; Woessner, 1965; Rich, 
1965 ; Espey u. Rondell, 1967). Eine weitere Untersuchung der LAP-Aktivit~t mit  
biochemischer Methodik, vor allem hinsichtlich der Abhs vom Hormon- 
status, l~uft. 

Die hnplantation der Blastozyste im Uterus ist mit  besonderen biochemisehen 
Leistungen der beteiligten Strukturen verknfipft. Der auffiilligste Befund ist die 
hohe proteolytische Al~tivitiit des Trophoblasten (S. 346). Sie ist zeitlich undr~um- 
lich streng mit  den Vorg~ngen der Aufl6sung der Blastozystenhfillen und der 
Invasion ins Endometr ium verknfipft. Nach BSving (1954 ft.) sind die Tropho- 
blastsprosse (,,trophoblastic knobs"),  symplasmatisehe Verdickungen des ab- 
embryonalen Trophoblasten, das aktive Element bei diesem Prozelt. Sie stehen in 
enger Wechselbeziehung zum mfitterliehen Gewebe. Stets sind es Uterusepithel- 
zellen, die direkt fiber weiten Kapillaren liegen, zwischen die die Trophoblast- 
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sprosse eindringen. Ein Stoffaustausch zwischen Keim und Mutter, der exakt  an 
diesen Orten erfolgt, spielt dabei eine Rolle. Er wurde yon BSving hinsichtlich 
der anorganischen Ionen untersueht. Die , ,trophoblastie knobs"  beschreibt er 
(1964 a, 1966) als komplex aufgebaute Gebilde aus Symplasma und innerer und 
s Bedeckung durch platte Zellen, die bei alkalischer Reaktion ,, p la tzen".  
Dabei dfirfte die hohe proteolytisehe Aktivits die ich zeigen konnte und die 
offenbar vor allem yon diesen Trophoblastsprossen ausgeht, sehr gezielt zur Wir- 
kung kommen. Sie hat  sieher eine wesentliehe Bedeutung ffir die Aufl5sung der 
Blastozystenhfillen, die an diesen Orten beginnt. Sie kSnnte ferner an der Locke- 
rung der Verbindung zwischen den Uterusepithelzellen beteiligt sein. Die beobaeh- 
teten biochemischen Eigensehaften machen sie fiir diese Aufgabe gut geeignet: 
sehr gro~e Diffusibilit~t und Wirksamkeit  bei dem alkalischen pH des Uterus- 
milieus (S. 346 ff.). 

l~ber eine solehe proteolytische Aktivi ta t  des Keims wurde bei anderen Arten 
in einer Reihe yon Fallen beriehtet; sie wurde jedoch nicht genauer lokalisiert 
oder charakterisiert (Meerschweinchen: Graf von Spee, 1901 ; Blandau, 1949; zu 
Plazentationsstadien des Menschen vgl. Grafenberg, 1910; Polano, 1907; Caffier, 
1929a und b ; Sehmidt-Matthiesen, 1967, 1968 ; Arbaeia vgl. RunnstrSm, 1949). 
Morphologische Hinweise auf eine enzymatische AuflSsung der Hiillen finden sich 
fiir das Kaninchen bei BSving sowie bei Enders u. Schlafke (1965), fiir das Meer- 
schweinehen bei Blandau (1961). Trophoblastriesenzellen werden auch bei der 
Maus besehrieben und in Zusammenhang mit  der Implanta t ion gebracht (Dickson, 
1963). 

Zur LAP ergab sich histochemisch keine eehte lokalisatorische und zeitliche 
Beziehung; immerhin ist sie in den Trophoblastsprossen deutlich aktiv, wo sie 
ffir den intrazellul~ren Proteinabbau eine Bedeutung haben mag. Zur Aktivit~t 
yon LAP und Kathepsinen in der Plazenta s. Vollrath (1965), Christie (1967), 
Zsolnai u.a. (1967). 

Die proteolytisehe Aktiviti~t des Keims unterliegt sicher zahlreichen Regula- 
tionen. Beier (1967) konnte im Uterussekret Proteaseninhibitoren naehweisen. 
Inhibitoren ffir das Enzym des Keims kommen offenbar besonders im Endo- 
metr ium vor: In  meinen Substratfilmtests war keine Aktivit~t des Trophoblasten 
nachweisbar, wenn er in Kon tak t  mit  dem Endometr ium war (physiologisch oder 
artefiziell bei der Montage). Zu solchen Inhibitoren aus der Uterusschleimhaut 
vgl. auch Gr~fenberg (1910), Halban u. Frankl  (1910); zu Inhibitoren im Serum 
in der Schwangerschaft s. Gr~fenberg (1909). Vermutlieh wird das ganze System 
hormonell kontrolliert. 

Neben proteolytischen Enzymen werden auch Glykosidasen an den Vorg~ngen 
der AuflSsung der Blastozystenhfillen und der Verbindung der Uterusepithelzellen 
beteiligt sein, denn diese Strukturen sind reich an sMS (vgl. Denker, 1969a, 1971 b). 
Die Blastozystenhfillen und die Oberflache des Uterusepithels enthalten viel 
gebundene Neuraminsaure (NA). Die letzten Reste der in AuflSsung begriffenen 
Hfillen scheinen dagegen daran verarmt  zu sein. Beseitigt man die NA der Blasto- 
zystenhfillen, so werden sie durch Proteasen leichter spaltbar (Denker, 1969a). 
So w~re es gut denkbar, dab zusammen mit  der proteolytischen Aktivi ta t  des 
Keims (oder als Wegbereiter) Neuraminidase (NAase) wirkt. Mein Versuch, sie 
histochemisch nachzuweisen, ergab aber eine Lokalisation weir entfernt vom Ort 
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d ieser  VorgKnge,  n/~mlich im  Bere ich  des U t e r u s e p i t h e l s  de r  P a r a p l a z e n t a r f u r c h e n  

(Denker ,  1971 b). 

Alkylsulfatasen sind ein Pendant zur NAase insofern, als sie die zweite Art von sauren 
Gruppen der MS, die Schwefels/~ureester, abspalten. Sie sind aber heute histochemisch noch 
nicht nachweisbar (vgl. Dohlman u. Friedenwald, 1955). Andererseits zeigen die Trophoblast- 
sprosse eine Aktivit/~t von fl-Glukuronidase, fl-Galaktosidase und Glukosaminidase (Denker, 
1971 b). Da auch andere Kohlenhydratgruppen als NA den MS eine gewisse Resistenz gegen- 
fiber Proteolyse verleihen (Faillard u. Pribilla, 1964), kSnnten diese Enzyme bei der hnplan- 
tation mitwirken. 

A u f g r u n d  dieser  B e o b a c h t u n g e n  u n d  l~ber l egungen  e r sche in t  es ge reeh t fe r t ig t ,  

die I m p l a n t a t i o n  des  K a n i n c h e n k e i m s  im  U t e r u s  aufzufassen  als e inen  Vorgang ,  
de r  im  wesen t l i ehen  d u r c h  a k t i v e  b iochemische  L e i s t u n g e n  des  K e i m s  b e w i r k t  
wird .  D a b e i  k o m m t  se iner  p r o t e o l y t i s e h e n  Akt ivi t /~t ,  die h ier  d e m o n s t r i e r t  w e r d e n  

k o n n t e ,  e ine besonde re  B e d e u t u n g  zu. 
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