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Enzyme Topochemistry of the Early Development
and Implantation in the Rabbit
II1. 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. It demonstrates a high proteolytic activity of the trophoblast,
which is timed to the dissolution of blastocyst coverings and to implantation.

A high LAP 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.

Zusammenfassung. An Frithstadien der Entwicklung des Kaninchens (Keim, Tube und
Uterus von der 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 Aktivitit des
Trophoblasten, die 6rtlich und zeitlich korreliert ist mit der Auflésung der Blastozystenhillen
und der Implantation; ein Kausalzusammenhang wird vermutet.

Im Uterusepithel tritt beim Ubertritt des Keims aus der Tube eine hohe LAP-Aktivitit
auf, die noch vor der Implantation wieder abfillt. Eine Bedeutung fir die Bereitstellung der
spezifischen Sekretproteine wird diskutiert.

Einleitung

Uber die Topochemie von Glykoproteinen wihrend der Friithentwicklung
und Implantation des Kaninchens liegen schon ausfiihrliche Untersuchungen vor
(Denker, 1969a). Aus ihnen wurden einige hypothetische Vorstellungen iiber
den Stoffwechsel dieser Substanzen abgeleitet. Durch die Feststellung der Ver-
teilung korrelierter Enzymaktivitidten sollen diese Vorstellungen tiberpriift werden.
Eine frithere Mitteilung behandelte Glykosidasen, die an den Kohlenhydratbau-
men: EDTA = Athylendiamintetraazetat, FA = Formol-Alkoho!l, FAE —
Formol-Alkohol-Eisessig, HgBPB = Hg-Bromphenolblau (-firbung), LAP = Leucinamino-
peptidase, MPS = Mukopolysaccharid, -e, MS = Mukosubstanz, -en, NA = Neuraminséure,
Sialinsduren, NAase = Neuraminidase, nMS = neutrale Mukosubstanz, -en, PAS = Per-
jodsiure-Schiff-Reaktion, p.c. == post coitum, hp.c., dp.c. = Stunden p.c., Tage p.c.,
sMS = saure Mukosubstanz, -en, v/v — Mischungsverhéltnis zweier Volumina, w/v = Ge-
wicht pro Endvolumen.
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steinen angreifen konnen (Denker, 1971b). Hier wird nun die Verteilung von
Proteasen geschildert, wodurch eine Diskussion der Biockemie des Implantations-
vorgangs und der Physiologie der Uterusschleimhaut moglich wird. Speziell fiir
diese Untersuchungen entwickelte Substratfilmiests waren ein wichtiges Hilfs-
mittel. — Zur Definition der verwendeten Begriffe vgl. Denker (1969a).

Material und histologische Technik

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-1-naphthol-3,6-disulfonsdure, Mono-Na-Salz (H-Sidure, Mono-Na-
Salz) techn.: Fluka; Fast blue B salt (tetrazotiertes di-o-Anisidin-ZnCL): Serva; Form-
aldehydldsung séurefrei min. 37 Gew.-% fir die Histologie: Merck; Gelatine: Merck; Bacto-
Gelatin: Difco; Glykogen fiir biochemische Zwecke: Merck. Im #ibrigen wurden, soweit
erhiltlich, p.a.-Priparationen verwendet.

Resultate
1. Proteinasen: Substratfilmtests
Abbau ungefirbter Gelatinefilme

Methodik. Hier kam in erster Linie ein Substratfilmtest zur Anwendung, der speziell fur
die Verhiltnisse beim Kaninchenkeim entwickelt wurde (Denker, 1969b). Zu den allgemeinen
Prinzipien von Substratfilmtests vgl. Denker (1971a). Bei diesem Test werden als Substrat
Ausstriche von Gelatine verwendet, deren Abbau durch nachtrigliche Farbung verfolgt wird.
Da natiirliche Proteine von einer ganzen Reihe von Proteasen abgebaut werden kénnnen.
kann man fiir den demonstrierten Effekt zunichst kein bestimmtes Enzym namhaft machen,
sondern muf} allgemein von proteolytischer Aktivitit sprechen.

Wesentlich ist die Art der Herstellung der Substratfilme, vor allem deren Fizierung. Eine
Fixierung ist notwendig, vielleicht weil eine Inkubation von 38° C notwendig, Gelatine aber
bei dieser Temperatur fliissig ist, wilhrend sie nach den hier verwendeten Fixierungen héch-
stens eine leicht pastose 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 Kithlschranktemperatur fixiert, da
sich dabei eine hohe Empfindlichkeit des Nachweises bei guter Lokalisation ergibt. Eine
schirfere Lokalisation ist bei Anwendung hoherer H,0-Konzentrationen im Fixierungs-
gemisch zu erzielen (vgl. Denker, 1969b). Die Empfindlichkeit ist dann aber geringer. Rein
wiiBrige Formollésung macht den Substratfilm weitgehend resistent, so da nur am Ort und
zum Zeitpunkt des Maximums der enzymatischen Aktivitit ein leichter Effekt zu sehen ist
(s. Ergebnisse).

Die (Nativ-) Schnitte miissen direkt auf dem Film montiert werden; werden sie nach
Daoust zunichst auf einem Glycerin-Gelatine- Ausstrich auf einem zweiten Objekttriger mon-
tiert, der dann in Kontakt mit dem Film gebracht wird, so gibt es keine klar positiven
Ergebnisse. Dies ist vielleicht auf eine starke Diffusibilitit des Enzyms (s. unten), vielleicht
auch auf die Notwendigkeit einer Inkubation bei 38° C, die dabei nicht méglich ist, zuriick-
zufithren. Als vorteilhaft erweist sich die Anwesenheit einer geringen Konzentration von
niedermolekularen Stoffen, vielleicht wegen eines osmotischen Effekts. Hohere Konzentra-
tionen verschlechtern die Lokalisation. Ich habe in der Regel die fertigen (trockenen) Sub-
stratfilme vor der Montage des Schnitts in Phosphatpufferlosung quellen und anschlieBend
trocknen lassen. Ob und in welchem Umfang allerdings dieser pH-Wert wirklich aufrecht-
erhalten wird, vor allem unter Einflu§ der Puffersysteme des Schnitts, ist gewil in keinem
Fall sicher zu sagen.

7Zu weiteren Einzelheiten der Methodik vgl. Denker (1969b).

23 Histochemie, Bd. 25
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Ergebnisse (vgl. Tabelle 1; Abb. 1—7). Mit diesem Substratfilmtest ist eine
auBerordentlich hohe proteolytische Aktivitat des Keims demonstrabel, die in sehr
schoner zeitlicher und rdumlicher Korrelation steht zu den Vorgingen der Auf-
losung der Blastozystenhiillen und der antimesometralen I'mplantation.

Alle anderen histologischen Orte zeigen entweder keine oder nur einesehrschwa-
che und ziemlich konstante Reaktion (Zu den Kriterien fiir die Stirke der Reaktion,
der ,, Aktivitdt®, s. die Erorterungen bei Denker, 1971a; es sind dies: Grad der
Farbbarkeitsminderung, Gréfie der Abbauzone und bendtigte Zeiten). So ist das
Uterussekret in allen untersuchten Stadien angedeutet oder schwach positiv. Ein
schwicherer Ausfall der Firbung im Bereich einzelner, disseminiert liegender
Stromazellen von Tube und Uterus und Uterusepithelzellen ist auch immer wieder
zu beobachten ; er ist recht scharf auf den Ort der betreffenden Zellen beschrankt
und bei Farbung durch den Schnitt hindurch oft nicht eindeutig von Authellungen
zu unterscheiden, die durch Diffusionsverzogerung unter besonders fettreichen
Zellen auftreten konnen.

Im Keim dagegen tritt, nachdem Tubeneier und junge Blastozysten negativ
gewesen waren (Abb. 1, 2}, ab 6 d p.c. eine Aktivitdt auf, die 7 d p.c. sehr stark
ist und 7'f; d p.c. iiberraschend hohe Werte erreicht (Abb. 3, 4). Zu diesem Zeit-
punkt ist die Aktivitat auch nach reiner Formolfixierung, die den Film recht
resistent macht, 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-
blastbereich abgebaut (Abb. 3a). Der Keimscheibenbereich jedoch reagiert nur
schwach; bei ldngerer Inkubation wird der Film auch hier aufgelost (Abb. 3b).
7ty d. p.c. ist die Aktivitit auf die abembryonale Hemisphire beschrankt; nicht
nur die Keimscheibe, sondern auch der sie 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, doch treten hier auch fast negative Partien auf, und es ist
nun andererseits eine leichte Aktivitdt der embryonalen Hemisphire erkennbar
(Abb. 5).

Die Lokalisation war in diesen Tests nie sehr scharf (vgl. S.345). Eine
Zuordnung zu feineren Strukturen des Keims, etwa den Trophoblastsprossen, ist
daher nicht sicher méglich; Formol-H,O-fixierte Filme, die 7/;d p.c. auch
angegriffen werden, zeigen aber Abbauzonen besonders in der Umgebung der
Trophoblastsprosse, so daf hier ein Aktivitédtsmaximum vorliegen mag (Abb. 6).
Auffillig ist, dal} die Reaktion an Orten, andenensich die Trophoblastsprosse bereits
mit dem Uterusepithel verbunden haben, meist abgeschwicht oder negativ ist,
ebenso dort, wo Trophoblastgewebe sich bei der Montage auf Endometrium geschla-
gen hat.

Die wirksamen Faktoren des Keims sind sehr leicht diffusibel. Bereits eine
Spiilung des auf den Film montierten Schnitts in physiologischer oder hypertoner
NaC(l-Losung wie in konzentrierter Saccharose-Losung fiihrt zu einem véllig nega-
tiven Reaktionsausfall; die Aktivitit des Uterussekretes und der Stromazellen
bleibt dagegen erhalten.

Damit ist eine Inkubation in einem fliissigen Medium nicht méglich, und dies
stellt ein schweres Handikap fiir die Austestung weiterer Kigenschaften dar
(pH-Optimum, Wirkung von Aktivatoren und Hemmstoffen, Hitzeinaktivierung).
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Mesometrales Blastozysten-
Blastozyste Endometrinm hihle

Abbaunzone

Abb. 1—5

Abb. 1. Proteolytische Aktivitdt: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 5 d p.c.
pH 5,2; Inkubation 5 h. 25X. Leichte Aufhellung des Films im Bereich des Uteruslumens,
keine Aktivitdt des Keims

Abb. 2. Proteolytische Aktivitit: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 6 d p.c.
pH 5,2; Inkubation 4/, h. 10X . Keine deutliche Aktivitidt des Keims

Abb. 3a u. b. Proteolytische Aktivitdt: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus,

7 d p.c. a Ubersicht, 10x . pH 5,2; Inkubation 5 h. Breite Abbauzone im Bereich des Keims,

pesonders antimesometral. b Keimscheibe, 10x. pH 7,4; Inkubation 3/, h. Aktivitidt im
Bereich des Trophoblasten deutlich, im Bereich der Keimscheibe nur sehr gering
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Trophoblastsprold & &

Endometrinm

Abb. 6. Proteolytische Aktivitit: Gelatine-Substratfilmtest, aber Fixierung des Films hier

in alkoholfreier (wiBriger) Formollosung. Inkubation 2h. Keim im Uterus, 7'/,d p.c.,

antimesometral. 100 X . Abbauzone um den Trophoblasten, besonders im Bereich von Tropho-
blastsprossen

Eine pH-Abhdngigkeit habe ich sehr grob dadurch zu priifen versucht, daB ich die
Substratfilme vor der Montage des Schnittsin Phosphat-Puffer-Lésunghabe quellen
und anschlieBend wieder trocknen lassen. Das quantitative Verhaltnis der beiden
Komponenten des Puffers diirfte dabei an allen Orten des Films einigermaBen
erhalten bleiben, da beide nicht fliichtig sind. Allerdings ist die Pufferkapazitat
gering und es ist nicht sicher, inwieweit sie effektiv ist, wenn nun der Schnitt mit
seinen eigenen Puffersystemen auf dem Film montiert wird. Immerhin zeigt sich bei
Testung von Puffern mit pH-Werten zwischen 5,2 und 8,0 ein verschieden starker
Reaktionsaustall (ndmlich verschiedene Aufhellungsgrade, eine verschiedene Breite
der Abbauzone und eine verschiedene Geschwindigkeit, in der ein bestimmtes
solches Ergebniss erreicht wird). 6 d p.c. scheint das pH-Optimum im Sauren zu
liegen, 7'/, und 8 d p.c. im Alkalischen. 7 d p.c. wechseln die "Ergebnisse bei ver-
schiedenen Keimen, in einigen Fillen ist keine Bevorzugung eines bestimmten
pH-Bereichs zu erkennen. Die Betonung der antimesometralen Keimpartien scheint
mir 7 d p.c. bei alkalischem pH deutlicher zu sein; insgesamt ist die Varianz der
Ergebnisse eines solchen Substratfilmtests aber so grof, daf man solche Unter-
schiede kaum bewerten kann.

Die pH-Abhéngigkeit der Reaktion ist in diesen Tests also nicht sehr ausge-
pragt. Es gibt aber andere Kriterien, die fiir eine Enzymnatur der wirksamen
Faktoren sprechen: 1. Die Reaktion benotigt deutlich eine gewisse Zeif: Kon-
trollen, die ohne Inkubation sofort gefdrbt werden, sind eindeutig negativ.
2. Eine Temperatur von 38° C ist offenbar notig, da bei Zimmertemperatur keine

Abb. 4. Proteolytische Aktivitidt: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im Uterus, 7'/,d p.c.

pH 7.,4; Inkubation 3!/, h. 10X. Breits Abbauzone in Bereich der (abembryonalen, anti-

mesometralen) Invasionsorte. Embryonale Seite des Keims negativ. Uterussekret leicht aktiv.
(Paraplazentarfurche)

Abb. 5. Proteolytische Aktivitit: Gelatine-Substratfilmtest. Keim im TUterus, 8 d p.c
pH 5,2; Inkubation 4 h. 5x. Antimesometral nur noch stellenweise stiirkere Aktivitit des
Keims, Leichte Aktivitit mesometral (in der Abb. oben)
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klar positiven Ergebnisse erzielt werden (vgl.aber auch S.345).3. Durch Zusatz von
HgCl, zum Puffer in einer Konzentration von 0,01 m ist die Aktivitat vollstandig
hemmbar. NaF und Monojodessigsdure zeigen dagegen auch in Konzentrationen von
0,1 m nur fragliche, p-Chloromercuribenzoat gar keine Effekte, ebenso Trypsin-
Inhibitor aus Sojabohnen und EDTA oder Ca*+. Héhere Konzentrationen sind
nicht priifbar, da hier offenbar unspezifische osmotische Effekte auftreten: Bei
allen Stoffen (z.B. auch Na(l), sofern sie nicht wie HgCl, deutlich hemmend
wirken, ist bei Konzentrationen von mehr als 0,1 m zu beobachten, dafl die Abbau-
zone breiter und unschirfer wird und sich entlang aller Oberflichen aus-
breitet. Eine Spiillung der Schnitte nach der Montage auf dem Film in 80% Athanol
oder absolutem Methanol fiilhrt zu vollig negativem Reaktionsausfall, wihrend
Behandlung der Filme allein und Montage der Schnitte nach Trocknung des
Films wieder das bekannte positive Resultat liefert. Der Grund dafiir kann aber
sein, daB das Enzym sehr leicht diffusibel ist (s.0.). Behandlung der montierten
Schnitte mit Methanol- oder Athanoldampf (Petrischalen bei 37° C 20 min) ist
ohne Effekt, ebenso eine trockene Erhitzung auf 95° C fiir 10 min. Bei allen diesen
Hemmungsexperimenten ist aber die Schwierigkeit der quantitativen Bewertung
von Substratfilmtests zu beachten; nur ein exakt quantitativer biochemischer
Test konnte Klarheit schaffen. Dies gilt besonders fir die schwicheren Reaktionen
von Uterussekret und Stromazellen. Die proteolytische Aktivitit des Uterus-
sekrets ist vielleicht etwas stirker bei saurem pH; gegeniiber den anderen geteste-
ten Hinfliissen verhalt sie sich dhnlich wie die des Keims. Die Stromazelien-
reaktion scheint ein pH-Optimum im Sauren zu haben.

Fir alle mitgeteilten Beobachtungen gilt der Vorbehalt, dafl Substratfilmtests
eine geringe Empfindlichkeit, d.h. eine hohe Schwelle haben. Schwache Aktivi-
téten werden nicht erfafit. Dies ist bei der Beurteilung des Verteilungsmusters
zu beachten.

Abbau von Glykogen-Gelatine-Filmen

Wenn man fiir die Herstellung der Substratfilme anstelle reiner Gelatine ein
Gemisch von Glykogen und Gelatine verwendet, 14Bt sich die proteolytische Akti-
vitdt des Kaninchenkeims besonders scharf lokalisieren, auch sind die notwendigen
Inkubationszeiten sehr viel kiirzer (<< 1 Std). Der Forderung nach einer chemisch
eindeutigen Interpretierbarkeit der Ergebnisse gentigt diese Methode aber nicht,
da der Substratfilm aus zwei spaltbaren Komponenten besteht. Die Filme wurden
in Anlehnung an die Methode des Amylasenachweises von Szemplinska u.a. (1962)
hergestellt, fixiert wurde jedoch in Gendres Losung. Zumindest nach dieser Fixie-
rung wird mit den Glykogen-Gelatine-Filmen aber kein Glykogenabbau, sondern
die proteolytische Aktivitdt des Keims erfafit.

Methodik. Ausgangslosungen: A. Glykogenlésung 20% in Aqua dest. (w/v), frischer An-
satz; B. Gelatinelosung 5% in Aqua dest. (w/v); C. Gendres Fixierungsgemisch, frischer

Ansatz (s. Pearse, 1968); D. Formollésung: Formol etwa 40 Gew.-% 20 ml, Aqua dest.
40 ml.

Herstellung der Substraifilme, 1. Glykogenlosung (A.) und Gelatinelésung (B.) auf 60° C
erwirmen, mischen (A. 2ml, B. 2,3 ml), Gemisch auf 60°C halten. 2. Auf einem Objekt-
triger ausstreichen und trocknen wie bei der Herstellung von Gelatinefilmen (s. Denker,
1969b). 3. Fixieren in Gendres Lésung (C.) bei 0—4° C 8 Std. 4. Waschen in flieBend Lei-
tungswasser von 24° C, = 20 min. Hierbei missen die Filme stark quellen und sich vom
Objekttriger I6sen; sie werden dann wie der Objekttriger 2mal kurz in Aqua dest. gespiilt,
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Mesometrales Endometrinm

Endometrium

Trophoblast Keimseheibe

Abb. 7a u. b. Proteolytische Aktivitit: Abbau von Glykogen-Gelatine-Filmen. Keim im

Uterus 7 d p.c. Kein Puffer; Inkubation 2 h. PAS-Hamalaun. a Ubersicht, 10x. Abbau

im gesamten Keimbereich. Keimscheibe (mesometral) in der Abb. oben. Aktivitdt auch im

Lumen der Krypten des Endometriums, besonders mesometral. b Keimscheibe der
Abb. 7a, 45 x . Abbau des Films nur an der duBeren Oberfliche der Keimscheibe

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

Ausfithrung des Tests: Wie im Fall von reinen Gelatinefilmen (s. S. 345). Farbung durch
die PAS oder mit verdiinnter Lugolscher Losung oder mit HgBPB (s. Pearse, 1968). Nach
PAS oder HgBPB ist Entwéasserung und EinschluB in Eukitt moglich.

Ergebnisse. (vgl. Abb. 7). Nativschnitte vom Stadium 7 d p. c¢. wurden verwen-
det; sie erbrachten Ergebnisse, die ganz denen entsprachen, die man bei Ver-
wendung reiner Gelatinefilme erhdlt: Eine Abbauzone liegt in der gesamten
Zirkumferenz des Keims, oft ist sie antimesometral breiter. Im Bereich der
Keimscheibe ist sie am schmalsten und liegt an deren AuBenseite (s. Abb. 7b).
Eine schwichere Aufhellung ist in den Furchen und Krypten der Uterusschleim-
haut erkennbar.

Die beobachteten biochemischen Eigenschaften der wirksamen Faktoren ent-
sprechen wieder den Verhiltnissen beim Abbau von reinen Gelatinefilmen (S.346f.).
Nachfixierung der Substratfilme in Formol macht sie fast vollstindig resistent.
Die Abbauzonen zeigen sich nach Glykogenfirbung wie PAS und Lugol ebenso
wie bei Anwendung der Proteinfirbung Hg- Bromphenolblau (HgBPB). Imletzteren
Fall allerdings sieht man nicht zu breite Abbauzonen von feinen Gelatinestriangen
iiberspannt; PAS oder Lugol sind an dieser Stelle negativ.
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Fir die begiinstigende Wirkung des Glykogenzusatzes zur Gelatine (kiirzere
Inkubationszeiten) sei daher folgende hypothetische Deutung gegeben: 1. Durch
die Mischung mit Glykogen wird die Konzentration der Gelatine vermindert, so
daBl die Proteolyse an einem histologischen Ort frither vollendet sein kann.
2. Durch die Quellung, Loslésung und nachfolgende Anfrocknung erhalt der
Glykogen-Gelatine-Film eine mechanische Spannung. Dadurch weicht er an Orten,
an denen die Gelatine erst partiell hydrolisiert ist, auseinander; es entsteht hier
also ein Spalt zu einem Zeitpunkt, zu dem ein reiner Gelatinefilm erst eine leichte
Verminderung der Farbbarkeit zeigen wiirde. Resultat sind die beschriebenen
fadig ausgezogenen Gelatinereste und eine groBere Dichte des geschrumpften
Filmteils im Zentrum des Keims. Die Keimscheibe haftet mit ihrer inaktiven
Innenseite nach wie vor an diesem zentralen Filmteil und wird dadurch nach
innen konvex durchgebogen (vgl. Abb. 7b).

Methode nach Cunningham

Bei dem Substratfilmtest nach Cunningham (1967) werden vorgefdrbte
Gelatinefilme verwendet. Beabsichtigt ist die Ausschaltung von Diffusionsarte-
fakten, die bei Farbung des Films nach der Inkubation durch den Schnitt hin-
durch vorkommen koénnen. Die Prozedur der Filmherstellung ist aber sehr um.
sténdlich.

Die Ergebnisse gleichen bei Verwendung von ,,15-min-FBB-Filmen* bei dhnli-
cher Ausfithrung des Tests prinzipiell ganz denen, die mit ungefarbten Filmen
erzielt wurden (vgl. S. 346), sind aber wegen der insgesamt schwicheren Farbung
der Filme weniger deutlich. Man kann wiederum die bereits besprochenen bio-
chemischen Eigenschaften der wirksamen Faktoren feststellen (vgl. 8. 346, beson-
ders hinsichtlich EDTA und Cat). ,,45 min-FBB-Filme* sind 7 d p.c. vollstindig
resistent.

Fotoplatten-Methode

(Adams u. Tuqgan, 1961 ; vgl. auch Bélanger u. Migicovsky, 1963, Roittu. a. 1965).

Zur Anwendung kam das Stadium 7 d p.c. — In keinem Fall, weder bei Inku-
bation in feuchter Kammer noch in flissigem Inkubationsmedium, habe ich mit
dieser Methode an meinem Material irgendeinen Effekt eindeutig demonstrieren
kénnen. Erprobt wuarden zwei Fabrikate von Fotoplatten (Gevaert Scientia 19 D 50
und Perutz Diaplatten). Eine Spiillung der Platten (vor ihrer Verwendung) in
Cysteinlosung, wie sie von Roitt u.a. durchgefithrt wurde, dnderte nichts am
negativen Ausfall.

Zu beachten ist, dal3 Fotoplatten reichlich Silber enthalten, die mit den anderen
Methoden demonstrierte Aktivitit aber durch Sublimat vollstindig gehemmt
wird, so daB auch eine Hemmung durch Ag denkbar ist. Blandau (1949) konnte
die proteolytische Aktivitdt der Meerschweinchen-Blastozyste ebenfalls mit
Fotoplatten nicht demonstrieren.

2. Leucinaminopeptidase (LAP; EC 3.4.1.1) {Nachlas u.a. 1957)

Methodik. s. Pearse, 1960. Die Spezifitiit der Methode fir LAP ist nicht ganz sicher
{vgl. Mohr, 1968; Sylvén u. Snellman, 1968; Pearse, 1960), wird aber allgemein zunichst
angenommen.
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Keim —

Abb. 8. LAP. Keim in der Tube, 3d p.c. 70x. Nur leichte Anfirbung von Keim und
Tubenepithel

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

Abb. 10. LAP. Endometrium, 5d p.c. 100x. Starke diffuse Anfirbung von Epithel und
Sekret im Zentrum einer Furche. Betonung der apikalen Zellabschnitte

Abb. 11. LAP. Endometrium, 6 d p.c. 160X . Granuldre Farbung 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 x. (a) 3 d p.c. Beginnende Reaktion des Epithels im
Zentrum einer Schleimhautfurche. (b} 4 d p.c. Reaktion weiter ausgebreitet. (¢) 5 d p.c. Starke
Reaktion des Epithels im Bereich einer Furche. (d) 7 d p.c. Kaum noch eine Reaktion

LBrgebnisse. (vgl. Tab. 2; Abb. 8—12). Der Keim (Abb. 8, 9) zeigt in allen
Stadien nur eine geringe Akfivitat, am deutlichsten noch im Plasma von Tuben-
keimen (mit gelegentlicher Betonung der Keimperipherie), im Trophoblasten junger
Blastozysten, an der duBleren Oberfliche der Keimscheibe 7 d p.c. und in den
Trophoblastsprossen 7Y/, d p.c. Die Zona von Furchungsstadien ist oft leicht
getont, die Mukoproteidschicht aber negativ.

In der T'ube (vgl. Abb. 8) reagiert das Sekret meist negativ; gegen Ende der
Tubenwanderung des Eies tritt hier eine schwache Farbung auf. Das Epithel
ist in der Pars ampullaris so gut wie negativ, in der Pars isthmica sehr schwach
und wechselnd gefirbt, besonders 3d p.c., wobei eine Betonung der apikalen
Zellabschnitte zu beobachten ist (daneben auch eine leichte Betonung der basalen
Region). Das Stroma reagiert praktisch negativ.

Das Uterusepithel zeigt ein sehr auffilliges Verhalten. Nachdem es noch
45 h p.c. praktisch negativ gewesen ist, tritt 3 d p.c. eine deutliche Aktivitat
auf, die bis 5d p.c. sehr stark wird (s. Abb. 12). Ihren Ausgang nimmt die
Reaktion bei ihrer Ausbreitung vom Gebiet der Miindungen der Krypten in die
Schleimhautfurchen. 5 und 6 d p.c. ist der gréBte Teil des Epithels bis auf die
tiefsten Abschnitte der Krypten sehr stark positiv. Etwas bevorzugt werden die
mesometralen Bereiche des Endometriums. Zu dieser Zeit ist stets auch eine
deutliche Anfirbung des Uterussekrets zu beobachten (Abb. 10), allerdings ist die
Lokalisation bei dieser Methode nicht sehr scharf und eine artefizielle Farbung der
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Umgebung stark positiver Orte moglich (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, wo es von jetzt an vor allem
noch in der Umgebung des Keims zu sehen ist. 7 d p.c. ist das Reaktionsprodukt
basal und apikal grob granulér, insgesamt aber spérlicher. Bis 8 d p.c. geht die
Reaktion des Uterusepithels auf sehr geringe Anfiarbungen zuriick. Antimeso-
metral reagieren im Gegensatz zu mesometral die tiefen Abschnitte der Krypten
am stérksten. Stromazellen sind im Uterus leicht, aber deutlich positiv, vor allem
um 5—6 d p.c.

Diskussion

In den ersten Tagen des Uterusaufenthalts des Kaninchenkeims ist der auf-
falligste Befund das Verhalten der LAP (vgl. S. 355): Wahrend sie zur Zeit der
Tubenwanderung im Uterusepithel kaum nachweisbar war, wird sie zum Zeit-
punkt des Ubertritts des Keims in den Uterus (3!/,d p.c.) deutlich positiv und
erreicht 4—5 d p.c. eine auBerordentlich hohe Aktivitit. Besonders interessant
ist, daf sie kurz darauf (bis 8 d p.c.) schon wieder fast zu den geringen Ausgangs-
werten zuriickgeht. Diese Aktivitdt fallt also zeitlich zusammen mit der Blasto-
zystenbildung und der Phase der Erndhrung des Keims iiber das Uterussekret.
Man darf wohl vermuten, dafl ihr eine Bedeutung fiir die Bereitstellung der
Proteine des Uterussekrets zukommt. Einige dieser Proteine haben wichtige Funk-
tionen fiir die Entwicklung der Blastozyste (vgl. Beier, 1967 ; Daniel und Krishnan,
1967 b; Krishnan u. Daniel, 1967 ; Kirchner, 1969). Ihre Sekretion wird hormonell
gesteuert (Beier, 1968). Sicher wird auch die LAP-Aktivitdt hormonell reguliert
(zum OstradioleinfluB8 bei der Ratte vgl. Schmidt u. Mitarb., 1966). Kathepsin
(eine Beziehung zwischen LAP und der Kathepsingruppe wird diskutiert, s. Sylvén
u. Snellman, 1968) verhilt sich bei der Ratte dhnlich (Wood u. Psychoyos, 1967).
Zur Gesamt-Proteasen-Aktivitit, wie sie Schwick (1963) im Uterussekret be-
stimmte, besteht keine echte Korrelation; er beschreibt einen Anstieg der Akti-
vitdt bis 62/;d p.c., was besser mit den Ergebnissen meiner Substratfilmtests
{(Tabelle 1) iibereinstimmt. Befunde an Uterushomogenaten lassen sich wegen der
verschiedenen methodischen Voraussetzungen schlecht vergleichen; hier geht die
Aktivitat 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-Aktivitit mit
biochemischer Methodik, vor allem hinsichtlich der Abhingigkeit vom Hormon-
status, lauft.

Die Implantation der Blastozyste im Uterus ist mit besonderen biochemischen
Leistungen der beteiligten Strukturen verkniipft. Der auffilligste Befund ist die
hohe proteolytische Aktivitié des Trophoblasten (S. 346). Sie ist zeitlich und rdum-
lich streng mit den Vorgdngen der Auflosung der Blastozystenhiillen und der
Invasion ins Endometrium verkniipft. Nach Boving (1954 ff.) sind die Tropho-
blastsprosse (,,trophoblastic knobs‘‘), symplasmatische Verdickungen des ab-
embryonalen Trophoblasten, das aktive Element bei diesem ProzeB. Sie stehen in
enger Wechselbeziehung zum miitterlichen Gewebe. Stets sind es Uterusepithel-
zellen, die direkt tiber 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 von B6ving hinsichtlich
der anorganischen Ionen untersucht. Die ,,trophoblastic knobs‘ beschreibt er
(1964 a, 1966) als komplex aufgebaute Gebilde aus Symplasma und innerer und
duBlerer Bedeckung durch platte Zellen, die bei alkalischer Reaktion ,,platzen ‘.
Dabei diirfte die hohe proteolytische Aktivitat, die ich zeigen konnte und die
offenbar vor allem von diesen Trophoblastsprossen ausgeht, sehr gezielt zur Wir-
kung kommen. Sie hat sicher eine wesentliche Bedeutung fiir die Auflésung der
Blastozystenhiillen, die an diesen Orten beginnt. Sie kénnte ferner an der Locke-
rung der Verbindung zwischen den Uterusepithelzellen beteiligt sein. Die beobach-
teten biochemischen Eigenschaften machen sie fir diese Aufgabe gut geeignet:
sehr grofe Diffusibilitdt und Wirksamkeit bei dem alkalischen pH des Uterus-
milieus (8. 346ff.).

Uber eine solche proteolytische Aktivitit des Keims wurde bei anderen Arten
in einer Reihe von Féllen berichtet; sie wurde jedoch nicht genauer lokalisiert
oder charakterisiert (Meerschweinchen: Graf von Spee, 1901 ; Blandau, 1949; zu
Plazentationsstadien des Menschen vgl. Grifenberg, 1910; Polano, 1907; Caffier,
1929a und b; Schmidt-Matthiesen, 1967, 1968; Arbacia vgl. Runnstrom, 1949).
Morphologische Hinweise auf eine enzymatische Auflésung der Hiillen finden sich
tir das Kaninchen bei Boving sowie bei Enders u. Schlafke (1965), fiir das Meer-
schweinchen bei Blandau (1961). Trophoblastriesenzellen werden auch bei der
Maus beschrieben und in Zusammenhang mit der Implantation gebracht (Dickson,
1963).

Zur LAP ergab sich histochemisch keine echte lokalisatorische und zeitliche
Beziehung; immerhin ist sie in den Trophoblastsprossen deutlich aktiv, wo sie
fiir den intrazelluliren Proteinabbau eine Bedeutung haben mag. Zur Aktivitdt
von LAP und Kathepsinen in der Plazenta s. Vollrath (1965), Christie (1967),
Zsolnai u.a. (1967).

Die proteolytische Aktivitdt des Keims unterliegt sicher zahlreichen Regula-
tionen. Beier (1967) konnte im Uterussekret Proteaseninhibitoren nachweisen.
Inhibitoren fiir das Enzym des Keims kommen offenbar besonders im Endo-
metrium vor: In meinen Substratfilmtests war keine Aktivitit des Trophoblasten
nachweisbar, wenn er in Kontakt mit dem Endometrium war (physiologisch oder
artefiziell bei der Montage). Zu solchen Inhibitoren aus der Uterusschleimhaut
vgl. auch Grifenberg (1910), Halban u. Frankl (1910); zu Inhibitoren im Serum
in der Schwangerschaft s. Grifenberg (1909). Vermutlich wird das ganze System
hormonell kontrolliert.

Neben proteolytischen Enzymen werden auch Glykosidasen an den Vorgingen
der Auflésung der Blastozystenhiillen und der Verbindung der Uterusepithelzellen
beteiligt sein, denn diese Strukturen sind reich an sMS (vgl. Denker,1969a,1971 b).
Die Blastozystenhiillen und die Oberfliche des Uterusepithels enthalten viel
gebundene Neuraminsiure (NA). Die letzten Reste der in Aufldsung begriffenen
Hiillen scheinen dagegen daran verarmt zu sein. Beseitigt man die NA der Blasto-
zystenhiillen, so werden sie durch Proteasen leichter spaltbar (Denker, 1969a).
So wire es gut denkbar, daB zusammen mit der proteolytischen Aktivitit des
Keims (oder als Wegbereiter) Neuraminidase (NAase) wirkt. Mein Versuch, sie
histochemisch nachzuweisen, ergab aber eine Lokalisation weit entfernt vom Ort
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dieser Vorgdnge, ndmlich im Bereich des Uterusepithels der Paraplazentarfurchen
(Denker, 1971Db).

Alkylsulfatasen sind ein Pendant zur NAase insofern, als sie die zweite Art von sauren
Gruppen der MS, die Schwefelsdureester, abspalten. Sie sind aber heute histochemisch noch
nicht nachweisbar (vgl. Dohlman u. Friedenwald, 1955). Andererseits zeigen die Trophoblast-
sprosse eine Aktivitdt von f-Glukuronidase, §-Galaktosidase und Glukosaminidase (Denker,
1971b). Da auch andere Kohlenhydratgruppen als NA den MS eine gewisse Resistenz gegen-
itber Proteolyse verleihen (Faillard u. Pribilla, 1964), kénnten diese Enzyme bei der Implan-
tation mitwirken.

Aufgrund dieser Beobachtungen und Uberlegungen erscheint es gerechtfertigt,
die Implantation des Kaninchenkeims im Uterus aufzufassen als einen Vorgang,
der im wesentlichen durch aktive biochemische Leistungen des Keims bewirkt
wird. Dabei kommt seiner proteolytischen Aktivitét, die hier demonstriert werden
konnte, eine besondere Bedeutung zu.
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