Phosphorylase: Methode zum Nachweis im Endometrium des
Kaninchens

Von H.-W. DENKER

(Arbeitsgruppe Professor Gottschewski, Max-Planck-Institut fiir Tmmunbiologie, Frei-
burg i. Br.)

Mit 3 Abbildungen im Text

Im Endometrium des trichtigen Kaninchens ist bis 7'/, d p.c. Phosphorylase mit den
bekannten histochemischen Methoden nicht nachweisbar (Abb. 1, vgl. Bo 1961, 1962).
Gepriift wurden die Prozeduren von TaxgvcH (s. Pearse 1960), Grirno (1961), PVP-
Zusatz nach ERANKG und Parkama (1961) und Korscaarp und Wurrr (1967), Protamin-
zusatz nach Guma (1962), Dextranzusatz nach Memer (1968). Die Blei-Prizipitations-
methode von Horr (1964) gibt gelegentlich sehr schwache, schwer zu bewertende Anfir-
bungen. Bei Zusatz von EDTA zum Inkubationsmedium (Hor: 1966) findet man nach
den Methoden vom Takeuchi-Typ frei flotierende Glykogenflocken auf dem Schnitt,
besonders reichlich bei PVP- oder Dextranzusatz.

ine erhebliche Phosphorylaseaktivitiat des Endometriums a6t sich aber nachweisen,
wenn man die Diffusion durch Verwendung eines Agarosegelmediums drastisch vermindert
(Abb. 2). Die Aktivitit kann bestimmten Abschnitten der Schleimhautkrypten und be-
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Abb. 1. Phosphorylasereaktion im fliissigen Inkubationsmedium. Uterus, Kaninchen, 7 d p. c.
90fach. Nur das Myometrium reagiert positiv. Im Bereich des Endometriums bis auf einige frei
bewegliche Glykogenflocken keine Anfirbung.
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Abb. 2. Phesphorylasereaktion im Agarosegelmedinum. Uterus, Kaninchen, 7d p.c. 90fach,
Starke Reaktion im Endometrium; Myometrinm ihnlich Abb. L.

stimmten Zytoplasmapartien zugeordnet werden. Nach einer Reihe von Versuchen ver-
wende ich jetzt folgende Methode:

Ansatz A:

Glylkogen 2 mg
Adenosin-5"-phosphat - 11,0 4,0 mg
Glukose-1-phosphat-Na, - 4 1,0 25 mg
Nal? G0 mg
EDTA-Na, 100 mg
Aqua bidest. 7,50 ml
Athanol p. a. 2.5 ml
0,1 m Na-Azetat-Essigsinrepuffer pIl 5,8 5 mi

evtl. Zugabe von Insulin, Adrenalin oder Glukagon
=) ’ =

Ansatz B:

19, Agaroselisung in 0,1 m Na-Azetat-Essigsdurepuifer pII 5,8,

Herstellung des Substratgels:

Von Ansatz B Ausstriche auf Objekttriigern herstellen (0,4 ml auf 4,5 2,5 em), waagerecht er-
starren lassen. Anfbewahrung in feuchter Kammer bei 4 °C.

Vor Gebrauch diese Ausstriche mit 1 ml Ansatz A bedecken, in feuchter Kammer 1 Stunde bei
Zimmertemperatur stehen lassen, abgiefien, senkrecht 1 bis 2 Min. an der Luft antrocknen
Jassen.

(Alternative: 5 ml A mit 2 ml 49 Agaroselisung im gleichen Puffer bei 40 bis 50 °C vermischen,
davon Ausstriche herstellen)
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Auslithrung:

Auf diesen Ausstrichen Kryostat-Nativschnitte montieren.

Inkubation in feuchter Kammer bei 37 °C 3 Stunden.

Firbung mit verdinnter Lugolscher Lisung (1: 9).

Einschlub in Lugol-Glyzerin (1: b).

Die Farbung ist nur 15 Minuten haltbar. Vorher kimnen die Priiparate im Kithlschrank aufbewahrt
werden.

Fiir die Erkliarung der Notwendigkeit einer drastischen Diffusionshemmung hieten
sich zwei Moglichkeiten an: 1. Das neugebildete Glykogen ist leicht diffusibel infolge
Tehlens bindender Proteine. 2. Die Phosphorylase des Endometrinms ist leicht diffusibel.
Fiir die letztere Deutung spricht, daB sich im Inkubationsmedium eine hohe Phosphory-
laseaktivitat demonstrieren liBt.

- In einem spiteren Stadium, 8 d p. c., wird Phosphorylase im Endometrium auch mit
Standardprozeduren nachweisbar. Zum gleichen Zeitpunkt tritt an den gleichen Orten
Glykogen auf (DENkEr 1969). Bekannthch bindet sich das Enzym leicht an Glykogen
(vgl. BARBER w. a. 1967), eventuell auch an Glykoproteine (Horr 1964). Vor 8 d p. e
Iag im glykogenfreien Endometrium bereits eine hohe Phosphorylaseaktivitat vor (s. 0.),
war aber zu leicht diffusibel, um mit konventionellen Prozeduren erfaBbar zu sein. Das
lift vermuten, dall das Enzvm in einigen Strukturen mit diesen Methoden nur an den
Orten histochemisch nachweishar ist, an denen Glykogen vorkommt (bzw. ein Protein,
das Glykogen, Phosphorylase oder beide bindet). In diesem Fall wiirde das erhaitene
Muster die Verteilung dieser Stoffe wiedergeben. Durch Zugabe hoherer Konzentrationen
von Glykogen oder Dextran ldBt sich dieser Effekt nicht vermeiden. Eine Priifung mit
dem hier angegebenen Agarosegelmedium erscheint daher wertvoll.
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Abb. 3. Phosphorylasereaktion im Agarosegelmedium. Uterus, Kaninchen, 8d p.e. 90fach.

Starke Reaktion an der Basis der Uterusepithelzellen und im Myometrium. Ausfiihrung des

Tests im flissigen Inkubationsmedium liefert in diesem Stadium der Trichtigkeit ein vollig
gleiches Bild.
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