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Implantation des Kaninchenkeims im Uterus:
Bedeutung von Enzymen des Embryos bzw. des Endometriums

Mit 4 Abbildungen und 1 Tabelle im Text

Die Implantation ist beim Kaninchen vom zentralen Typus: Die Blastozyste bleibt,
im topographischen Sinn, im Uteruslumen liegen (Abb. 1) und bettet sich nicht
wie bei der interstitiellen Implantation (Mensch) als Ganzes in das Stroma des
Endometrinms ein. Es wird aber wie beim Menschen eine haemochoriale Plazenta
gebildet (Literatur vgl. DENkER 1970a). Eine weitere Ahnlichkeit der Tmplanta-
tion beim Kaninchen mit der beim Menschen scheint in der wechselseitigen Rolle
von Trophoblast und Uterusepithel in der Phase der Penetration zu bestehen:
Wihrend z. B. bei Ratte und Maus (exzentrische Implantation) das Uterusepithel
in der Umgebung der Blastozyste im wesentlichen auf Grund des lokalen Stroma-
odems undjoder der Deziduareaktion schwindet (BLaxpaAU 1949), gibt es beim Ka-
ninchen wie beim Menschen eine echte Deziduareaktion erst nach dem Beginn
der Implantation, und der Trophoblast iiberwindet das Uterusepithel offenbar
weitgehend auf Grund seiner Fahigkeit zum invasiven Wachstum.

Die biochemischen Grundlagen der Adhision des Trophoblasten an das Uterus-
epithel sowie der nachfolgenden Invasion stehen im Mittelpunkt unseres Interesses.
Das Kaninchen erscheint uns als giinstiges Modell wegen der erwihnten Ahnlich-
keiten mit den Verhiltnissen beim Menschen, wegen der Moglichkeit einer sehr
exakten Altersbestimmung der Keime [Koitus-induzierte Ovulation 10 Std. post
coitum (10 h p.c.)], und wegen der auBerordentlichen GréfBie der Blastozysten bei
der Implantation (MaBe 7 d p.c. etwa 4 x 5,5 mm, vgl. SEIDEL 1960), die histoche-
mische und vor allem auch biochemische U11telsuchuno°en sehr erleichtert. Wir
beschréinken uns bei den hier vorgelegten Untersuchungen auf die antimesometrale
Implantation (Obplazentation); es ist za beobachten, dall diese von der meso-
metralen Implantation und definitiven Plazentation in vielen Punkten abweicht.

Die Tmplantationsvorginge setzen beim Kaninchen 6%/,-7 d p.c. ein. Zu diesem
Zeitpunkt ist die Blastozyste durch einen unbekannten Mechanismus im Uterus
orientiert, und zwar mit der Keimscheibe nach der Seite des Mesometriums zu
(,,mesometral‘) (Abb. 1a). Sie ist noch umgeben von den extrazelluldren Blasto-
zystenhiillen (das sind: Reste der bei der Expansion der Blastozyste gedehnten
Zona pellucida, ferner die in der Tube aufgelagerte Mukoproteidschicht und evtl.
ein vom Uterussekret stammendes Gléolemma, vgl. Bovineg 1954, 1957; DENKER
1970b). Zunichst werden die Blastozystenhiillen in der abembryonalen (der Keim-
scheibe abgewandten) Hemisphire aufgelost, und zwar beginnt diese Auflésung
stets dort, wo ihnen ein synzytialer Trophoblastsprofl anliegt (Abb. 1b; BoviNeg
1963 Fig. 17 8. 352 und Fig. 18 8. 353; DExkEer 1970a Abb. 40 a S. 203; ENDERS
1971 Fig. 29 u. 30 S. 91). Sind die Hiillen in diesem Bereich geschwunden, so nimmt
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Abb. 1. Schematische Darstellung der morphologischen Verhiiltnisse im Beginn der Implaniation
der Kaninchenblastozyste im Uterus, 7 d p. c.

a) Ubersicht. Uterus quer geschnitten.

b} Darstellung des bei a) angezeichneten Ausschnitts aus dem abembryonal-antimesometralen
Bereich bei stirkerer VergriBerung.
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der Trophoblast sofort Kontakt mit dem Uterusepithel auf (eine Phase, in der die
Blastozyste ohne Hillen frei beweglich im Uterus lige, gibt es beim Kaninchen
nicht) und dringt zwischen Uterusepithelzellen ein, und zwar jeweils dort, wo eine
subepitheliale Kapillare liegt (Bovineg 1963).

Die erwihnten Strukturen, besonders die Blastozystenhiillen und die Uterus-
epitheloberfliche, sind reich an sauren Mukosubstanzen mit endstindiger Neur-
aminsiure und mit Schwefelsiureestergruppen, die wihrend der Anheftungsphase
chemische Verdinderungen durchmachen (DeExker 1970a und b). Daher hat uns
die Frage interessiert, ob Proteasen und Glykosidasen im Rahmen der beteiligten
physikochemischen Grundprozesse eine Rolle spielen (DENkER 1971 a-c¢). Beson-
ders auffillig ist eine hohe Proteaseaktivitit, die die Blastozyste ausschlieilich
in den beschriebenen ersten Phasen der Implantation zeigt (Abb. 2). Wir haben
dieses Enzym als ein Sekretionsprodukt des Trophoblasten angesehen und ver-
mutet, dali es eine besondere Bedeutung fir die Auflésung der Blastozystenhiillen
und die Einleitung der Implantation hat (Dexker 1971 ¢, 1972). Dagegen nehmen
Kimrcunger, HirscHHAUSER und Kroxke (1971) und Krrouxer (1972) an, dall die
erwithnten Prozesse ausschlieBlich von Uterussekretproteasen abhingen. Unseres
Frachtens mull man dann aber fordern, dall das antimesometrale Endometrium
ein spezifisches Sekret bildet (welches sich dagegen mesometral nicht findet), da
ja die Hiillenauflosung lokal, antimesometral-abembryonal, beginnt. Die von
Kircungr fiir das Kaninchen vorgetragenen Vorstellungen entsprechen den von
Mixtz (1971) an der Maus gemachten Beobachtungen.

Die Proteaseaktivitit der Blastozysten lilit sich im histochemischen Substrat-
filmtest vor allem in den Blastozystenhiillen lokalisieren, wohingegen der Tropho-

Abb. 2. Proteasecaktivitit, Substratfilmtest. Querschnitt durch Uterus und Blastozyste, 7'/, d
p. ¢, 133, Die Proteasealtivitit, angezeigt durch die hell erscheinende Lyziszone, findet sich
vorwiegend abembryonal-antimesometral.
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Abb. 3. Die drei verwendeten Modelle fiir Keimhiillen ohne Blastozystengewebe: I. Sephadex-
Perle mit Mukoproteidschicht; 11. Morula mit Zona pellucida und Mukoproteidschicht; IIT. un-
besamtes Ei mit Zona pellucida und Mukoproteidschicht.!

blast in diesem Test nur schwach reagiert (Kirouwer 1972; DENKER 1974a).
Es kam daher der Gedanke auf, dafl das Enzym vielleicht nicht vom Trophobla-
sten, sondern, ebenso wie zumindest die duleren Lagen der Hiillen, vom Tuben-
oder Uterussekret stammt (Kircuxer 1972). Freilich wiirde hierin ein gewisser
Widerspruch liegen: Tuben- undfoder Uterussekret wiirden sowohl die Bausteine
fiir die Hiillen als auch das sie auflésende Enzym liefern. Der Widerspructh: lieflie
sich tiberwinden durch die zuséitzliche Annahme, dall das Enzym sezerniert und
in die Hiillen eingebaut wird in Form einer inaktiven Vorstufe (Proenzym, Zymo-
gen). Diege Vorstufe kénnte dann zum Zeitpunkt der Implantation aktiviert wer-
den durch Aktivatoren aus dem Trophoblasten oder dem Uterussekret,

Wir haben zunichst an Modellsystemen die Frage studiert, ob die Protease-
aktivitdt nur von den miitterlichen Geweben und Sekreten oder in irgendeiner
Weise vom Trophoblasten abhingt. Als Modelle dienten Keimhillen ohne Tro-
phoblast, die auch nie unter dem Einflull eines Trophoblasten gewesen waren:
Mukoproteidschicht, die in der Tube um Perlen von EigréBie abgelagert worden
war (Abb. 3: I); ferner Mukoproteidschicht und Zona pellucida von Morulae (Abb.
3: IT) oder von unbesamten Eiern (Abb. 3: TIT) nach Abschlufl der Tubenwande-
rung. Diese Modelle wurden dann dem Uterusmilieu von trichtigen oder schein-
trachtigen Kaninchen ausgesetzt und anschliefiend auf Proteaseaktivitit unter-
sucht. Wiirde Proteaseaktivitdt auftreten, so wire gezeigt, dafi der Trophoblast
hierfiir nicht notwendig ist; fehlende Proteaseaktivitit in den Modellen wire ein
Hinweis darauf, dall entweder die Protease selbst oder ein essentieller Kofaktor
oder Aktivator vom Trophoblasten kommen mulf3.

Material und Methoden

Verwendet wurden etwa 1-2 Jahre alte weibliche Kaninchen der Rasse WeiBe Neuseelinder.
Es wurden 4 verschiedene Experimente durchgefithrt (Experiment A, B, C; und C,, vgl. Tab. 1),
wobei pro Experiment 2 Tiere zum Einsatz kamen und wo nétig 2 weitere Eispendertiere (Experi-
ment C; und C,). Hinsichtlich weiterer Einzelheiten des Vorgehens vgl. auch DENkEr und Harez
(1975).

In Ezperiment 4 und B wurden die Tiere belegt; unmittelbar nach (Expt. A) oder vor (Expt.
B) der Ovulation wurden sie unter Pentobarbital-Anisthesie laparotomiert, und in die Tuben
wurden 30-40 Sephadex-Perlen (Sephadex G-100 in 0,99 NaCl-Lésung, autoklaviert, Durch-
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Tabelle 1.

Dauer der Ein- Trichtigkeitszustand
wirkung des
Uterusmilieus

(d p.c.)

Experiment A 3-7 Normale Trachtigkeit, Blastozysten

im gleichen Uterus vorhanden
Experiment B 3-7 Normale Trichtigkeit, aber Blastozysten

nur im Uterus der Gegenseite vorhanden
Experiment C, 6-7 Scheintriachtigkeit (HCG)

(keine Blastozysten vorhanden)
Experiment C, 7-8 Scheintrachtigkeit (HCG)

(keine Blastozysten vorhanden)

messer der Perlen nach Angaben des Herstellers 40-120 ,«) tibertragen. In Ezperiment A wander-
ten diese dann mit den sich entwickelnden Embryonen durch die Tube, wo auf sie eine Mulko-
proteidschicht aufgelagert wurde, und in den Uterus. 7d p.e. wurde der Uterus entnommen
und mit fliissigem Stickstoff fiir den Proteasetest eingefroren. Er enthielt nun sowohl sich im-
plantierende Blastozysten als auch Sephadex-Perlen (mit Mukoproteidschicht und evtl. zusitz-
lich eingelagertem Uterussekret). Ferner fanden sich gelegentlich zufillig unbesamte Eier. In
Experiment B wurde im Prinzip ebenso vorgegangen, aber zusiitzlich ein besonderes Verfahren
angewendet, um einen maglichen EinfluBl benachbarter Blastozysten auf die Mukoproteidschicht
der Perlen auszuschliefen. Dazu wurden auf einer Seite etwa 1 Std. vor der Ovulation die Eizellen
aus den Follikeln durch Aspiration entfernt; die andere Seite diente als Kontrolle fiir normale
Blastozystenentwicklung.

In Experiment C) und C, wurden ebenso iibertragene Sephadex-Perlen zunichst nur im Tuben-
milieu belassen, wo sie eine Mukoproteidschicht erhielten. Sie wurden dann 61-65 h p.c. aus der
Tube ausgespiilt, wobei auch normale Morulae und zufillig unbesamte Eier anfielen (beide
mit Zona pellucida und Mukoproteidschicht). Perlen und Eier wurden dann fiir einen Tag dem
Uterusmilieu eines Empféangertieres ausgesetzt, das sich in einem dem Implantationsstadium
entsprechenden Stadium der Scheintriachtigkeit befand (6 bzw. 7 Tage nach Injektion von 50 IE
HCG). Die Uteri wurden eingefroren wie in Experiment A und B.

Die Proteaseaktivitit wurde an Kryostatschnitten unter Verwendung eines histochemischen
Substratfilmtests untersucht (DENKER 1974a); Inkubationszeit: 4 Std. und 24 Std.

Ergebnisse

In allen vier Experimenten (A, B, C; und C,) zeigten weder die Mukoproteidschicht
der Sephadex-Perlen noch die Hiillen von Morulae oder unbesamten Eiern nennens-
werte Proteaseaktivitit. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu der hohen Aktivitit
der Kontrollblastozysten. In Experiment A konnten die Aktivititen von Blasto-
zysten und von benachbarten Sephadex-Mukoproteidschicht-Perlen auf dem glei-
chen Schnitt miteinander verglichen werden. Die an einem von diesen Tieren ge-
machten Beobachtungen sind exemplarisch in Abb. 4 in Form von Histogrammen
dargestellt. Es fillt auf, daf die Mukoproteidschichtkugeln keine bis sehr schwache
Proteaseaktivitit zeigen und in dieser Hinsicht nicht vom sie umgebenden Uterus-
sekret abweichen, wilhrend die Blastozysten sehr stark reagieren. Wird die In-
kubationszeit im Proteasetest allerdings auf 24 Std. ausgedehnt (Abb. 4b), so

285



Experiment A: Inkubation 4 h.

% Tier: DT13
100 _8
<
80
o &
e
£ 60 o N
@ N
g \
== N
_c% L0 =
o N
i N
5 N
t 20 N
- ] e
1.. ~ 4 I
S [ N _§
;ﬁ e — Y\ — ——— —
[ + + Ho ot HH
i
Protease - Aktivitat
Experiment A : Inkubation 24 h.
% Tier:DT 13
100

26 der untersuchten Schnitte

(s+]
=
1

lep}

o
1
13

I~
[ ]
|

3]
o
|

el

e

| WRE#

t ++ +++ F+++
Protegse -Aktivitdt

e

O uterussekret

B Mukoproteidschicht der Sephadex - Kugeln
B Blostozysten:gleiches Tier
Blastozysten:Kontrolltier



findet man in einigen wenigen Mukoproteidkugeln doch eine deutliche Aktivitét,
wenn auch diese immer noch schwicher bleibt, als die Reaktion von Blastozysten.
In den Experimenten C, und C, wurde aber auch nach dieser prolongierten In-
kubation keine nennenswerte Aktivitit nachweishar.

Diskussion

Die von uns untersuchten Modelle (um inerte Fremdkérper herum abgelagerte
Mukoproteidschicht; Mukoproteidschicht und Zona pellucida von Morulae und
unbesamten Eiern) entwickelten im Uterusmilieu im Gegensatz zu den Kontroll-
blastozysten keine nennenswerte Proteaseaktivitit. Zwei mogliche Deutungen
bieten sich dafiir an:

1. Die Modelle waren ungeeignet insofern, als ihre Hiillen nicht mit Blasto-
zystenhiillen chemisch vergleichbar wiren. Dies erscheint unwahrscheinlich, da
zumindest die verwendeten Morulae alle Hiillen besaBen, die ein Kaninchen-Ei
beim Eintritt in den Uterus hat, und da die Modelle in Experiment A und B eben-
solange wie normale Blastozysten im Uterusmilieu verblieben, némlich ununter-
brochen bis 7 d p.ec. (Méglichkeit der Auflagerung oder Einlagerung von Uterus-
sekretmaterial, ,,Gloolemma‘).

2. Das Ausbleiben der Proteaseaktivitit in den Modeller zeigt die Notwendigkeit
eines Faktors an, der normalerweise von den Geweben der Blastozyste (wahrschein-
lich dem Trophoblasten) abgegeben wird; letztere fehlten ja den Modellen. Dieser
Faktor kénnte die Protease selbst oder ein Aktivator fiir ein in den Hiillen vor-
handenes Proenzym sein. Auf das Vorhandensein eines Proenzyms konnte die
Beobachtung hinweisen, dall manche Mukoproteidschicht-Perlen nach prolon-
gierter Inkubation von 24 Std. eine gewisse Aktivitit zeigten. Wir halten es aber
fiir wahrscheinlicher, daf3 der Trophoblast das Enzym und nicht nur einen Akti-
vator bildet, da wir mit biochemischen Methoden im Trophoblasten eine latente
hohe Proteaseaktivitit demonstrieren konnten (DExkER und PrrzorpT, in Vor-
bereitung).

Fiir die Herkunft lytischer Faktoren vom Trophoblasten sprechen auch morpho-
logische Beobachtungen: Die Auflésung der Blastozystenhiillen beginnt iiber den
Trophoblastsprossen, die sich nur in der abembryonalen Hemisphére der Blasto-
zysten finden (siehe Einleitung). Der Schilderung KircHNERs (1972), dal sie iiber
der Keimscheibe beginne, kénnen wir nicht zustimmen. Kiirzlich fand auch Kirca-
NER (1974) 8 d p. c., wenn die Hiillen abembryonal ganz geschwunden sind, noch
Hiillenreste iiber der Keimscheibe (siehe auch Bovine 1954 Fig. 8, S. 14; DENKER
1970, 1974Db Fig. 1a-c).

Die Vorstellung, dall die Proteaseaktivitiat oder zumindest ein dafiir essentieller
Faktor vom Trophoblasten ausgeht, wird auch durch Beobachtungen an sich um-

Abb. 4. a, b. Prozentuale Haufigkeitsverteilung der erhaltenen Proteasereaktionen, ausgedriickt
in Aktivitdtsklassen (@ bis + + -+ ). Alle untersuchten Schnitte durch die Mukoproteidschicht
von Sephadex-Perlen, durch Blastozysten des gleichen Tieres oder eines Kontrolltieres, und alle
Uterussekret enthaltenden Schnitte sind jeweils gleich 1009, gesetzt. Die Zahl iiber jeder Siule
gibt die dem Prozentwert zugrunde liegende absolute Anzahl von Schnitten wieder.
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gekehrt implantierenden Blastozysten gestiitzt, bei denen trotz umgekehrter
Orientierung sowohl das Maximum der Proteaseaktivitit als auch der Beginn der
Hiillenauflésung immer am Trophoblastpol gefunden wurden (DENKER 1974 b).

KircungErR und Mootz (1974) haben in einer Serie von synchronen und asyn-
chronen Blastozystentransplantationen (Uterus in entsprechendem oder verschie-
denem Stadium der Scheintrichtigkeit) gezeigt, dall das stadiumspezifische Ute-
rusmilieu das Auftreten der Proteaseaktivitit der Blastozysten beeinflufit. Wir
meinen, dies geht wahrscheinlich auf die Tatsache zuriick, dafll die Keime nur
in einem stadiengleichen Uterus sich entwickeln (Craxa 1950) und damit auch
nur so ihre spezifische Aktivititen (Protease, Aktivator) entfalten konnen.

Die angefithrten Beobachtungen sprechen unserer Ansicht nach fiir eine Abhén-
gigkeit der Proteaseaktivitit der Blastozystenhiillen vom Trophoblasten. Ob der
Trophoblast nun das Enzymmolekiil oder einen essentiellen Aktivator liefert,
muf in zukiinftigen Untersuchungen weiter abgeklirt werden,

Herrn Prof. Dr. E. 8. E. Harsz, Departments of Gynecology-Obstetrics and Physiology, und
C. 8. Morr Center for Human Growth and Development, Wayne State University School of
Medicine, Detroit (Mich., USA) danke ich fiir die Méglichkeit, einen Teil dieser Untersuchungen
in seinem Labor durchzufiihren. Friulein M. Porack danke ich herzlich fir die Anfertigung der

Zeichnungen.
Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter-

stittzt (De 181/3).

Summury

The initial phases of implantation have been studied in the rabbit: dissolution of
the blastoeyst coverings and attachment of the trophoblast onto the uterine
epithelium. Histochemical investigations on mucosubstances and related enzymes
gave some evidence that glycosidases and proteases might be involved. Attention
is being centered on a high protease activity exhibited by the implanting blasto-
eyst and found, in a histochemical substrate film test, mainly in the disintegrating
blastocyst coverings. Coverings without blastocyst tissue were used as experi-
mental models and exposed to the uterine milieu. These models did not gain any
protease activity comparable to that seen in control blastocysts, showing that the
appearance of this enzyme depends on the presence of blastocyst tissue, probably
the trophoblast. Other lines of evidence for or against this hypothesis and the
possible origin of the enzyme molecule or of activators are discussed.
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