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Mit 3 Abbildungen im Text

Im Endometrium des trächtigen Kaninchens ist bis 71/3 d p. c. Phosphorylase mit den
bekannten histochemischen }Iethoden nicht nachweisbar (Abb. 1, vgl. Bo 1961, 1962).
GeprÜft wurden die Prozeduren von TAKEUCHI (s. PEARSE 1960), GRILLO (1961), PVP­
Zusatz nach ERÄNKÖ und P ALKA~IA(1961) und KORSGAARDund 'VULFF (1967), Protamin­
zusatz nach GUHA (1962), Dextranzusatz nach MEIJER (1968). Die Blei-Präzipitations­
methode von HORI (1964) gibt gelegentlich sehr schwache, schwer zu bewertende Anfär­
bungen. Bei Zusatz von EDTA zum Inkubationsmedium (HoRI 1966) findet man nach
den }Iethoden vom Takeuchi- Typ frei flotierende Glykogenflocken auf dem Schnitt,
besonders reichlich bei PYP- oder Dextranzusatz.

Eine erhebliche Phosphorylaseaktivität des Endometriums läßt sich aber nachweisen,
wennl11an die Diffusion durch Verwendung eines Agarosegelmediums drastisch vermindert
(Abb. 2). Die Aktivität kann bestimmten Abschnitten der Schleimhautkrypten und be-
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Abb.1. Phosphorylasereaktion im flÜssigen Inkllbationsmedium. Uterus, Kaninchen, 7 d p. c.
90fach. Nur das l\Iyometrium reagiert positiv. Im Bereich des Endometrilll11s bis auf einige frei

bewegliche Glykogenflocken keine Anfiirbung.
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,\bb. 2. Pho~pboJ'ylasereaktion im Agaro~egelmedinm. Utern~, Kaninchen, 7 (I p. c. 90fach.
Starke Reaktion im Endol1letrillln; :\Iyometriuln ähnlich r\ bb. L

stinllntcn Zytoplaslllaparticll zugcordnct wcrdcn. Saeh cincr Hcihc VOll Ycrsuchcn ver­
wcn dc ieh j ctzt folgcll dc ::Ilcthode:

Ansatz A:

Glykogen 2 nlg
1\denosin-5'-phosphat· 1120 4,5 mg
Glnkose-l-phosphat-Xa2• 4 1120 25 mg
XaF GO Ing
ED'I'A-?\az 100 mg
l\qua bidest. 7,8 ml
.Athanol p. a. 2,8 ml

0, 1m ?\a-Azetat-Essigsänrepuffer pU 5,8 Ö ml

cd!. Zugabe von Insulin, Adrenalin oder Glnkagon)

Ansatz 11:

1 % Agaroseliisung in 0,1 m X a-Azetat- Essigsäurepuffer pU 5,8.

Herstellung dl~s Substratgels:

Von Ansatz B Ausstriche auf Objektträgern herstellen (0,4 ml auf 4,5 X 2,6 cnl), waagerecht er­
st,uJ'enlassen. Aufbew<\hrung in feuchter Kammer bei 4 oe.
Vor Gebrauch diese Ausstriche mit Iml Ansatz A be(leekeu, in feuchter Kammer 1 Stunde bei
Zimmertemperatur stehen lassen, abgießen, senkreeht 1 bis 2 Min. an der Luft antwcknen
lassen.

(Alternative: 5ml A mit 2m14% Agaroseläsung im gleichen Puffer bei 40 bis 60 oe vermisehen,
davonl\usstridlC herstellen)
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Ausführung:

Auf diesen Ausstrichen Kryostat-Nativschnitte montieren.
Inkubation in feuchter Kammer bei 37 oe 3 Stunden.
Färbung mit verdÜnnter Lugolscher Lösung (1 : 9).
Einschluß in Lugol-Glyzerin (1: 5).
Die Färbung ist nur 15 Minuten haltbar. Vorher können die Präparate im KÜhlschrank aufbewahrt
werden.

FÜr die Erklärung der Notwendigkeit einer drastischen Diffusionshemmung bieten
sich zwei IVIöglichkeiten an: 1. Das neugebildete Glykogen ist leicht diffusibel infolge
Fehlens bindender Proteine. 2. Die Phosphorylase des Endometriums ist leicht diffusibel.
FÜr die letztere Deutung spricht, daß sich im Inkubationsmedium eine hohe Phosphory­
laseaktivität demonstrieren läßt.

In einem späteren 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). Bekanntlich bindet sich das Enzym leicht an Glykogen
(vgl. BARBER u. a. 1967), eventuell auch an Glykoproteine (HoRI 1964). Vor 8 d p. c.
lag im glykogenfreien Endometrium bereits eine hohe Phosphorylaseaktivität vor (s.o.),
war aber zu leicht diffusibel, um mit konventionellen Prozeduren erfaßbar zu sein. Das
läßt vermuten, daß das Enzym in einigen Strukturen mit diesen :YIethoden nur an den
Orten histochemisch nachweisbar ist, an denen Glykogen vorkommt (bzw.ein Protein,

das Glykogen, Phosphorylase oder beide bindet). In diesem Fall wÜrde das erhaltene
:Yluster die Verteilung dieser Stoffe wiedergeben. Durch Zugabe höherer Konzentrationen

von Glykogen oder Dextran läßt sich dieser Effekt nicht vermeiden. Eine PrÜfung mit
dem hier angegebenen Agarosegelmedium erscheint daher wertvoll.
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Abb.3. Phosphorylasereaktion im Agarosegelmedium. Uterus, Kaninchen, 8 d p. c. 90fach.
Starke Reaktion an der Basis der Uterusepithelzellen und im Myometrium. AusfÜhrung des
Tests im flÜssigen Inkubationsmedium liefert in diesem Stadium der Trächtigkeit ein völlig

gleiches Bild.
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