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

:Mit 4 Abbildungen und I 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
Endometriums ein. Es wird aber wie beim Menschen eine haemochoriale Plazenta
gebildet (Literatur vgl. DENKER1970a). Eine weitere Ähnlichkeit der Implanta
tion beim Kaninchen mit der beim Menschen scheint in der wechselseitigen Rolle
von Trophoblast und Uterusepithel in der Phase der Penetration zu bestehen:
Während z. B. bei Ratte und Maus (exzentrische Implantation) das Uterusepithel
in der Umgebung der Blastozyste im wesentlichen auf Grund des lokalen Stroma
ödems und/oder der Deziduareaktion schwindet (BLANDAU1949), gibt es beim Ka
ninchen wie beim Menschen eine echte Deziduareaktion erst nach dem Beginn
der Implantation, und der Trophoblast überwindet das Uterus epithel offenbar
weitgehend auf Grund seiner Fähigkeit zum invasiven Wachstum.

Die biochemischen Grundlagen der Adhäsion des Trophoblasten an das Uterus
epithel sowie der nachfolgenden Invasion stehen im Mittelpunkt unseres Interesses.
Das Kaninchen erscheint uns als günstiges Modell wegen der erwähnten Ähnlich
keiten mit den Verhältnissen beim Menschen, wegen der Möglichkeit einer sehr
exakten Altersbestimmung der Keime [Koitlls-induzierte Ovulation 10 Std. post
coitum (10 h p.c.)], und wegen der außerordentlichen Größe der Blastozysten bei
der Implantation (Maße 7 d p.c. etwa 4 X 5,5 mm, vgl. SEIDEL1960), die histoche
mische und VOl'allem auch biochemische Untersuchungen sehr erleichtett. 'Wir
beschränken uns bei den hier vOlgelegten Untersuchungen auf die antimesometrale
Implantation (Obplazentation) ; es ist zu beobachten, daß diese von der meso
metralen Implantation und definitiven Plazentation in vielen Punkten abweicht.

Die Implantationsvorgänge setzen beim Kaninchen 62/3-7 cl 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 extrazellulären Blasto
zystenhüllen (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 Glöolemma, vgl. BÖVING1954, 1957; DENKER
1970b). Zunächst werden die Blastozystenhüllen in der abembryonalen (der Keim
scheibe abgewandten) Hemisphäre aufgelöst, und zwar beginnt diese Auflösung
stets dort, wo ihnen ein synzytialer Trophoblastsproß anliegt (Abb. 1b; BÖVING
1963 Fig. 17 S. 352 und Fig. 18 S. 353; DENKER1970a Abb. 40 a S. 203; ENDERS
1971 Fig. 29 u. 30 S. 91). Sind die Hüllen in diesem Bereich geschwunden, so nimmt
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der Trophoblast sofort J(ontakt mit dem Utcrllsepithel auf (eine Phase, in der dic
J3lastozystc ohne HÜllen frei beweglich im Utcrus läge, gibt es bcim Kaninchen
nieht) und dringt zwischen Uterllsepithelzellcn ein, und zwar jeweils dort, wo einc
subepitheliale Kapillare liegt (BöVIKG lÜß8).

Die erwähnten Strukturen, besonders die Blastozystenhiillen lLnd die Uterw;
epithelooerfläehe, sind reich an sauren Mukosubstanzcn mit endständiger Neur
aminsäure und mit Sch \Vefelsäureestergruppen, die während der Anheftungsphase
ehemische Verändenmgen durchmachen (DI<;NKI<;ltLD70a und b). Dahel' hat lUrS

die Frage interessiert, ob Proteasen und Glykosidasen imH,alunen der beteiligten
physikochemischen Gnmdprozesse eine Rolle spielen (DENKER I!)71 a-c). Beson
ders auffällig ist eine hohe P,'oteaseaktivität, die die Hlastozyste aussehließlieh
in dcn besehriebenen ersten Phasen der Implantation zeigt (Abb. 2). IVir haben
dieses l~nz'ym als ein Sekretionsprodukt des Trophoblasten angesehen und ver
mutet, daß es eine besondere Bedeutung fÜr die Auflösung der BlastozystenhÜlIen
und die Ein]eitung dei' Implantation hat (DENI{EI~ ID71c, I!J72). Dagegen llehmen
KIHcHN.lm, IImscllIÜusEH und KroXI{I~ (I!J71) nndK.mclIxER (ID72) an, daß die
erwähnten Prozesse ausschließlich von Uterusscl;:retpl'otcasen abhängen. Unseres
I~raehtenci muß man dann aber fordern, daß das antimesometrale I~ndometl'illm
ein spezifisches Sekret bildet (welches sich dagegen mesometl'al nicht findet), da
ja die Hiillenanf'lÖsung lokal, antimesometra[-abembl'yonal, beginnt, Die von
KmcHNICR fÜr das Kaninchen ,'orgetragenen \'orstellungen entspreehen den von
l\IIX'I'Z (Uni) an deI' Maus genwehten Beobachtungen.

Die Proteaseaktivität der Hlastozysten läßt sich im histochemischen Substrat
filmtest vor allem in elen l3lastozystenhÜllen lokalisieren, wohingegen der Tropho-

Abb. 2. Proteasoaktivitiit, Snbstratfilmtnst. Quorsohnitt du!'eh Utorm; und I3lastmoyste, 7'/" ,l
p. c., 1:3x. Dio Pl'otoasoaktivitÜt, angezeigt durch die hell crscheinende LysiszOllC, findet sich
vOl'wiegen<! abembryonal-antimcsometl'aL



I In
Abb.3. Die drei verwendeten Modelle für Keimhüllen ohne Blastozystengewebe: I. Sephadex
Perle mit Mukoproteidschicht; 11. ~Morulamit Zona pellucida und jyIukoproteidschicht; IH. un
besamtes Ei mit Zona pcllucida und Mukoproteidschicht.:

blast in diesem Test nur schwach reagiert (KIROHNER1972; DENKER 1974a).
Es kam daher der Gedanke auf, daß das Enzym vielleicht nicht vom Trophobla
sten, sondern, ebenso wie zumindest die äußeren Lagen der Hüllen, vom Tuben
oder Uterussekret stammt (KIROHNER1972). Freilich würde hierin ein gewisser
Widerspruch liegen: Tuben- und/oder Uterussekret würden sowohl die Bausteine
für die Hüllen als auch das sie auflösende Enzym liefern. Der ~Widerspruch ließe
sich überwinden durch die zusätzliche Annahme, daß das Enzym sezerniert und
in die Hüllen eingebaut wird in Form einer inaktiven Vorstufe (Proenzym, Zymo
gen). Diese Vorstufe könnte dann zum Zeitpunkt der Implantation aktiviert wer
den durch Aktivatoren aus dem Trophoblasten oder dem Uterussekret.

~Wirhaben zunächst an Modellsystemen die Frage studiert, ob die Protease
aktivität nur von den mütterlichen Geweben und Sekreten oder in irgendeiner
Weise vom Trophoblasten abhängt. Als Modelle dienten Keimhüllen ohne Tro
phoblast, die auch nie unter dem Einfluß eines Trophoblasten gewesen waren:
Mukoproteidschicht, die in der Tube um Perlen von Eigröße abgelagert worden
war (Abb. 3: I); ferner MukoplOteidschicht und Zona pellucida von Morulae (Abb.
3: II) oder von u.nbesamten Eiern (Abb. 3: III) nach Abschluß der Tubenwande
rung. Diese Modelle wurden dann dem Uterusmilieu von trächtigen oder schein
trächtigen Kaninchen ausgesetzt und anschließend auf Proteaseaktivität unter
sucht. Würde Proteaseaktivität auftreten, so wäre gezeigt, daß der Trophoblast
hierfür nicht notwendig ist; fehlende Proteaseaktivität in den Modellen wäre ein
Hinweis darauf, daß entweder die Protease selbst oder ein essentieller Kofaktor
oder Aktivator vom Trophoblasten kommen muß.

Material und Methoden

Verwendet wurden etwa 1-2 Jahre alte weibliche Kaninchen der Rasse vVeiße Neuseeländer.
Es wurden 4 verschiedene Experimente durchgeführt (Experiment A, B, Cl und C2, vgl. Tab. 1),
wobei pro Experiment 2 Tiere zum Einsatz kamen und wo nötig 2 weitere Eispendertiere (Experi
ment Cl und C2). Hinsichtlich weiterer Einzelheiten des Vorgehens vgl. auch DENKERund HAFEZ
(1975).

In Experiment A und B wurden die Tiere belegt; unmittelbar naeh (Expt. A) oder vor (Expt.
B) der Ovulation wurden sie unter Pentobarbital-Anästhesie laparotomiert, und in die Tuben
wurden 30-40 Sephadex-Perlen (Sephadex G-IOO in 0,9% NaCl-Lösung, autoklaviert, Durch-
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Tabelle 1.

Experiment A

Experiment B

Experiment Cl

Experiment C2

Dauer der Ein

wirkung des
Uterusmilieus
(d p. c.)

3-7

3-7

0-7

7-8

Trächtigkeitszustancl

Normale Trächtigkeit, Blastozysten
im gleichen Uterus vorhanden

Normale Trächtigkeit, aber Blastozysten
nur im Uterus der Gegenseite vorhanden

Scheinträchtigkeit (HCG)
(keine Blastozysten vorhanden)

Scheinträchtigkeit (HCG)
(keine Blastozysten vorhanden)

messer der Perlen naeh Angaben des Herstellers 40-120 p) Übertragen. In Experiment A wander
ten diese dann mit den sich entwickelnden Embryonen dureh die Tube, wo auf sie eine ~ruko
proteidschicht aufgelagert wurde, und in den Uterus. 7 d p. c. wurde der Uterus entnommen
und mit flÜssigem Stickstoff fÜr den Proteasetest eingefroren. Er enthielt nun sowohl sich im
plantierende Blastozysten als auch Sephadex-Perlen (mit :\Iukoproteidschicht und evtl. zusätz
lich eingelagertem Uterussekret). Ferner fanden sich gelegentlich zufällig unbesamte Eier. In
Experiment B wurdc im Prinzip ebenso vorgegangen, aber zusätzlich ein besonderes Verfahren
angewendet, um einen möglichen Einfluß benachbarter Blastozysten auf die ~Iukoproteidsehieht
der Perlen auszuschließen. 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 fÜr normale
Blastozystenentwicklung.

In Experiment Cl und C2 wurden ebenso Übertragene Sephadex-Perlen zunächst nur im Tuben
milieu belassen, wo sie eine Mukoproteidsehicht erhielten. Sie wurden dann 01-65 h p.c. aus der
Tube ausgespÜlt, wobei auch normale l\Iorulae und zufällig unbesamte Eier anfielen (beide
mit Zona pellueida und Mukoproteidsehieht). Perlen und Eier wurden dann fÜr einen Tag dem
Uterusmilieu eines Empfängertieres ausgesetzt, das sich in einem dem Implantationsstadium
entsprechenden Stadium der Scheinträchtigkeit befand (0 bzw. 7 Tage nach Injektion von 50 IE
HCG). Die Uteri wurden eingefroren wie in Experiment A und B.

Die Proteaseaktivität wurde an Kryostatschnitten unter Verwendung eines histoehemischen
Substratfilmtests untersucht (DExKER 1974a); Inkubationszeit: 4 Std. und 24 Std.

Ergebnisse

In allen vier Experimenten (A, B, Cl und C2) zeigten weder die Mukoproteidschicht
der Sephadex-Perlen noch die HÜllen von Morulae oder unbesamten Eiem nennens
werte Proteaseaktivität. Dies steht in deutlichem Gegensatz zu der hohen Aktivität
der Kontrollblastozysten. In Experiment A konnten die Aktivitäten 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 FOlm von Histogrammen
dargestellt. Es fällt auf, daß die Mukoproteidschichtkugeln keine bis sehr schwache
Proteaseaktivität zeigen und in dieser Hinsicht nicht vom sie umgebenden Uterus
sekret abweichen, während die Blastozysten sehr stark reagieren. vVird die In
kubationszeit im Proteasetest allerdings auf 24 Std. ausgedehnt (Abb. 4b), so
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findet man in einigen wenigen :Mulmproteidkugeln doch eine deutliche Aktivität,
wenn auch diese immer noch schwächer bleibt, als die Reaktion von Blastozysten.
In den :Experimenten 01 und O2 wurde aber auch nach dieser prolongierten In
kubation keine nennenswerte Aktivität nachweisbar.

Diskussion

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

1. Die :Modelle waren ungeeignet insofern, als ihre HÜllen nicht mit Blasto
zy~tenhÜllen chemisch vergleichbar wären. Dies erscheint unwahrscheinlich, da
zumindest die verwendeten :Morulae alle HÜllen besaßen, die ein Kaninchen-Ei
beim Eintritt in den Uterus hat, und da die :Modellein :Experiment A und B eben
solange wie normale Blastozysten im Uterusmilieu verblieben, nämlich ununter
brochen bis 7 d p. c. (:Möglichkeit der Auflagerung oder :Einlagerung von Uterus
sekretmaterial, "GlÖolemma").

2. Das Ausbleiben der Proteaseaktivität in den Modellep zeigt die Notwendigkcit
eines Faktors an, der normalerweise von den Geweben der Blastozyste (wahrschein
lich dem Trophoblasten) abgegeben wird; letztere fehlten ja den Modellen. Dieser
Faktor könnte die Protease selbst oder ein Aktivator fÜr ein in den HÜllen vor
handenes Proenzym sein. Auf das Vorhandensein eines Proenzyms könnte die
Beobachtung hinweisen, daß manche :Mukoproteidschicht-Perlen nach prolon
gierter Inkubation von 24 Std. eine gewisse Aktivität zeigten. Wir halten es aber
fÜr wahrscheinlicher, daß der Trophoblast das Enzym und nicht nur einen Akti
vator bildet, da wir mit biochemischen :Methoden im Trophoblasten eine latente
hohe Proteaseaktivität demonstrieren konnten (DE~KER und PETZOLDT,in Vor
bereitung).

FÜr die Herkunft lytischer Faktoren vom Trophoblasten sprechen auch morpho
logische Beobachtungen: Die Auflösung der BlastozystenhÜllen beginnt Über den
Trophoblastsprossen, die sich nur in der abembryonalen Hemisphäre der Blasto
zysten finden (siehe Einleitung). Der Schilderung KIRCHXERS(1972), daß sie Über
der Keimscheibe begänne, können wir nicht zustimmen. KÜrzlich fand auch KIRCH
NER (1974) 8 cl p. c., wenn die HÜllen abembryonal ganz geschwunden sind, noch
HÜllenreste Über der Keimscheibe (siehe auch BÖVING1954 Fig. 8, S. 14; DENKER
1970, 1974b Fig. 1a-c).

Die Vorstellung, daß die Proteaseaktivität oder zumindest ein dafür essentieller
Faktor vom Trophoblasten ausgeht, wird auch durch Beobachtungen an sich um-

Abb. 4. a, b. Prozentuale Häufigkeitsverteilung der erhaltenen Proteasereaktionen, ausgedrückt
in Aktivitätsk1assen (0 bis + + + + ). Alle untersuchten Schnitte durch die l\Iukoproteidschicht
von Sephadex-Perlen, durch Blastozysten des gleichen Tieres oder eines Kontrolltieres, und alle
Uterussekret enthaltenden Schnitte sind jeweils gleich 100% gesetzt. Die Zahl über jeder Säule
gibt die dem Prozentwert zugrunde liegende absolute Anzahl von Schnitten wieder.
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gekehrt implantierenden Blastozysten gestützt, bei denen trotz umgekehrter
Orientierung sowohl das Maximum der Proteaseaktivität als auch der Beginn der
Hüllenauflösung immer am Trophoblastpol gefunden wurden (DENKER1974b).

KIROHNERund MOOTZ (1974) haben in einer Serie von synchronen und asyn
chronen Blastozystentransplantationen (Uterus in entsprechendem oder verschie
denem Stadium der Scheinträchtigkeit) gezeigt, daß das stadiumspezifische Ute
IUsmilieu das Auftreten der Proteaseaktivität der Blastozysten beeinflußt. Wir
meinen, dies geht wahrscheinlich auf die Tatsache zurück, daß die Keime nur
in einem stadiengleichen Uterus sich entwickeln (CHANG1950) und damit auch
nur so ihre spezifische Aktivitäten (Protease, Aktivator) entfalten können.

Die angeführten Beobachtungen sprechen unserer Ansicht nach für eine Abhän
gigkeit der Proteaseaktivität der Blastozystenhüllen vom Trophoblasten. Ob der
Trophoblast nun das Enzymmolekül oder einen essentiellen Aktivator liefert,
muß in zukünftigen Untersuchungen weiter abgeklärt werden.

Herrn Prof. Dr. E. S. E. HAFEZ, Departments of Gynecology-Obstetrics and Physiology, und
O. S. MOTT Oenter for Human Growth and Development, VVayne State University School of
Medicine, Detroit (Mich., USA) danke ich für die Möglichkeit, einen Teil dieser Untersuchungen
in seinem Labor durchzuführen. Fräulein ]VI, POLACKdanke ich herzlich für die Anfertigung der
Zeichnungen.

Die Untersllchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft unter
stützt (De 181/3).

Summary

The initial phases of implantation have been studied in the rabbit: dissolution of
the blastocyst 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
cyst 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
appea.rance of this enzyme depends on the presence of blastocysttissue, probably
the trophoblast. Other lines of evidence for 01' against this hypothesis and the
possible origin of the enzyme moleeule 01' of activatOl's are discussed.
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