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Wechselbeziehungen zwischen Blastozyste und Endometrium bei
der Implantation:

Beeinflussung der endometrialen Aminosdure-Arylamidase-
Aktivitit durch die Blastozyste

Mit 5 Abbildungen und 1 Tabelle im Text

Summary

The activity of a leucine-f-naphthylamide splitting arylamidase, an aminopeptidase-type
enzyme previously also referred to as leucine aminopeptidase, considerably increases in rabbit
endometrium during preimplantation under the influence of maternal progesterone. Applying
a histochemical section freeze-substitution technique, the enzyme is localized sharply in apical
parts of uterine epithelial cells, in their apieal protrusions and in granular secretion material
likely derived from the latter. Studies of longitudinal sections of blastoeyst-containing uteri
give-evidence for local influence of the blastocyst on arylamidase activity of the surrounding
endometrium: Whereas, until 8 days post coitum (d p.c.), only little changes are observed
in interblastocyst endometrial segments (as well as in pseudopregnant uteri), the activity
declines remarkably at the blastocyst site uterine epithelium which, in its mesometrial part,
looses the intense reaction of the apical eytoplasm. This is shown already in the 62/; d p.c.
stage, i.e. as soon as the blastoeyst is trapped at the future implantation site, and when
the extrazellular coverings are still surrounding the blastocyst. Agarose beads of blastocyst
size do not induze any comparable change in endometrial arylamidase activity, Arylamidase
depletion in the blastocyst site uterine epithelium is thought to result from enhanced discharge
of enzyme into uterine secretion, locally induced by chemical stimuli from the blastocyst. The
possible (hormonal 7) nature of these stimuli is discussed.

Wihrend Einfliisse des miitterlichen physiologischen Milieus auf die Entwicklung
der Saugetierblastozyste wihrend der Prdimplantations- und Implantationsphase
gut untersucht und gesichert sind (zur Ubersicht vergleiche Apams 1965, 1969;
Brier 1974; Cuaxg 1967: Harrz 1971), gibt es nur wenige Daten, die Wir-
kungen der Blastozyste auf die Biochemie der umgebenden miitterlichen Gewebe
belegen (LuTwar-MaN~, Bours~NELL and BENNETT 1960 ; HAFEZ and WHITE 1967 ;
Beier 1971; DavteL 1972; MournronN 1974).

Beim Kaninchen steigt im Uterusepithel die Aktivitit eines Enzyms vom Amino-
peptidasetyp steil an zum Zeitpunkt, zu dem die Keime in den Uterus iibertreten
(3 Tage post coitum, d p.c.) (DENKER 1969, 1971). Dies geschieht unabhéingig von
der Anwesenheit der Keime, vielmehr auch im Uterus pseudogravider Weibchen,
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und zwar in Abhédngigkeit vom miitterlichen Progesteronspiegel (KtENEL, BrIiER
und PeErrY 1971; Breigr, KUuNEL und PETRY 1972; DENKER und vax Hoorx
1974; vax Hoorx in Vorbereitung). Das Enzym gehért zur Gruppe der Amino-
peptidasen und wurde zunichst als Leucinaminopeptidase aufgefaBlt, zeigt aber
biochemisch Verschiedenheiten von gereinigter Leucinaminopeptidase und ist
entsprechend dem bevorzugt umgesetzten Substrattyp (Aminosdure-Naphthyl-
amide und Aminosédure-p-Nitroanilide) als Aminosiure-Arylamidase zu bezeichnen
(ParTERsOoN, Hstao und KerreL 1963; BEReMEYER 1970; DENKER und STANGL
1974). Es geht in betrachtlicher Konzentration in das Uterussekret iiber (vaw
Hoorx, in Vorbereitung) und diirfte als eines der Peptidbindungen-spaltenden
Enzyme, die im Zusammenhang mit dem Implantationsvorgang eine Rolle spielen,
einzustufen sein. )

In vorausgegangenen Untersuchungen, die sich auf den Implantationsort konzen-
trierten, war ab 7 d p.c. ein Abfall der Aktivitat dieses Enzyms im Endometrinm
festgestellt worden (DENKER 1969, 1971). Dieser Abfall wurde jetzt genauer stu-
diert, und in diesem Zusammenhang wurden enzymtopochemisch die Endometriums-
partien, die den Blastozysten anliegen, mit den weiter entfernten Schleimhaut-
partien verglichen.

Material und Methoden:

Verwendet wurden Mischlingskaninchen aus der Zucht der Arbeitsgruppe Gottschewski am
Max-Planck-Institut fiir Immunbiologie, Freiburg/Br. Fir die Untersuchung der normalen
Graviditit wurden 20 geschlechtsreife Weibchen, 8-17 Monate alt und 3,0 bis 4,2 kg schwer,
mit je 2 fertilen Bécken belegt. '
Fiir Versuche mit Blastozysten-Atrappen wurden 2 weitere Weibchen, 14 Monate alt und
3,6 bzw. 4,3 kg schwer, mit je 2 vasektomierten Bécken belegt, um Pseudograviditit auszu-
losen. 6 Tage post coitum (d p.e.) wurden sie unter Thiogenal®-Narkose (ZiMyMERMANN 1064)
laparotomiert. Durch einen kleinen Schnitt in der dimnen antimesometralen Uteruswand
wurden am tubalen Ende 2—4 Kugeln von 4,6 mm Durchmesser inseriert. Diese Kugeln waren
zuvor unter Einhaltung steriler Kautelen aus 1,569, Agaroselésung in 0,99%, NaCl in einer
Form gegossen worden. Die Wunde in der Uteruswand wurde durch eine Catgut-Naht ver-
schlossen.

Zum angegebenen Zeitpunkt post coitum wurden die Tiere durch Genicksehlag und Carotiden-
schnitt getdtet, die Uteri wurden schnell entnommen und mit flissigem Stickstoff nativ ein-
gefroren. Histochemische Arylamidasetests wurden an 14 gym-dicken Kryostat-Liingsschnitten
durchgefithrt, und zwar sowohl (1} an nativ montierten Schnitten entsprechend der von Nacs-
Las et al. (s. PEArsE 1972) angegebenen Methode (Diazoniumsalz: Fast Blue B - Zn(Cl,, Serva
Nr. 21270) als auch (2) nach Schnitt-Gefriersubstitution und Fettextraktion entsprechend
dem Angaben von GreExNEr (1962) (Diazoniumsalz: Fast Garnet GBC - ZnCl,, Serva WNr.
21290). Als Substrate kamen sowohl L-Leucin-f-Naphthylamid (Serva Nr.27730) als L-
Leucin-4-Methoxy-§-Naphthylamid (Serva Nr. 27727) zur Anwendung; nach Schnitt-Gefr_ier-
substitution (Methode 2) ist die Lokalisation weitaus am besten und auch mit Leugin-§-
Naphthylamid so scharf, daB auf das Methoxy-Substrat verzichtet werden kann (DENEER
und STANGL 1974). EinschluB bei Methode (I) in CuSO;-haltiger Glyeerin-Gelatine, bei Me-
thode (2) in Highman’s Variante des Aphthyschen Gummi-Arabicum (s. LinLie 1965, S. 101).
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Abb. 1-4. Schnitt-Gefriersubstitution, Arylamidase-Nachweis nach Methode (2).

Abb. 1. Endometrium 5 d p.e. 90 % . Stark positive Reaktion der apikalen Partien der Uterus-
epithelzellen. Das Uteruslumen ist mit Arylamidase-positivem Sekret erfiillt.

Abb. 2. Endometrium und Blastozyste (oben) 6 d p.c. 220x . Reaktionsprodukt findet sich
im apikalen Zytoplasma der Uterusepithelzellen und in den Granula des Sekretes, ferner im
Trophoblasten. Die Blastozystenhéhle (oben) erscheint leer.

Abb. 3. Mesometrales Endometriom und Keimscheibe einer Blastozyste (unfen), 7d p.c.
140 x . Die Blastozystenhiillen sind noch nicht aufgelést und als weiBes Band zwischen Keim-
scheibe und Uterusepithel zu erkennen. Kaum noch eine Arylamidase-Aktivitit nachweisbar,
Abb. 4, Endometrium, Blastozysten-fern, 8 d p.c. 140 x. MiBig starke Aktivitit im Uterus-
epithel, das jedoch die starke apikale Reaktion verloren hat. Im Uterussekret noch positiv
reagierende Granula erkennbar.
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Ergebnisse

Beide Methoden, (1) und (2), erbrachten hinsichtlich des Vergleichs von Blasto-
zysten-fernen und Blastozysten-nahen Endometriumsabschnitten grundsitzlich
dhnliche Ergebnisse; bei der Angabe von cytologischen Details beziehen wir uns
aber auf die an gefriersubstituierten Schnitten (2) erhobenen Befunde, da in diesem
Fall die Lokalisation weitaus am schiarfsten war.

Zum Zeitpunkt des Maximums der Enzymaktivitit, das sich 5-6d p.c. findet
(DENKER 1969, 1971; Brier, PeETry und Kiow~NEL 1970), reagieren sehr stark
und fast ausschlieBlich die apikalen Partien der Uterusepithelzellen (Abb. 1, 2)
einschlieBlich ihrer Protrusionen, die sich ins Uteruslumen vorwélben. Die Gefrier-

Tabelle 1. Arylamidaseaktivitiit des Endometriums beim Kaninchen; histochemischer Nachweis.
Vergleich keimnaher und keimferner Abschnitte in verschiedenen Stadien der Triachtigkeit

T II IIL v -V VI
Stadium  Tier Nr. Zahl der Zahl der Zahl der Arylamidaseaktivitét im Endo-
Corpora Keime untersuchten metrium
lutea U’Eerus- % 5
stiicke

keimnah gleich keimnah ver-
keimfern (Zahl mindert (Zahl

der Uterus- der Unterus-
stiicke) stiicke)

] H 1 8 . 3 3

a H 2 11 * 2 2

6 H 3 7 T 3 3

6 H 4 9 8 6 5 1
6 H 5 12 12 3 3]

62;’3 H 6 13 13 1 T
62/, H 7 8 8 3 32)
7 H 8 o =
7 H 9 T 7 1 i |
T H 10 11 11 2 2
7 HI11 9 9 9 9

7 H 12 11 14 9 9
g H 13 10 6 6
g H 14 11 11 2 2
3 H 15 (14) 14 1 1
8 H 16 11 6 1 1
8 H 17 11 10 1 1
8 H 18 6 3 1 1
8 H 19 9 9 1 1
8 H 20 8 ] 1 1

* Zahlung nicht moglich
1) unsicher
2} ein Objekt unsicher
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substitutionstechnik erméglicht eine Erhaltung des Uterussekretes (wihrend dieses
bei Nativschnitten vom fliissigen Inkubationsmedium ausgewaschen wird und
durech Verschmierung iiber die umgebenden Gewebspartien wahrscheinlich zu der
bei diesen Schnitten unbefriedigenden Schirfe der Lokalisation beitrigt). Das
Sekret enthilt, dichtgepackt, Granula verschiedener Griélle, die stark positiv
reagieren:; Krweiterungen des Uteruslumens, auch in der Umgebung von Blasto-
zysten, erscheinen erfiillt von diesem Arylamidase-positiven Sekret. Die Aktivitat
des Uterusepithels ist iiber die ganze Linge des Uterus gleich stark, d. h. es zeigen
sich keine Unterschiede zwischen den den Blastozysten anliegenden Partien des
Endometriums und den Blastozysten-fernen Abschnitten (Tabelle 1).

Zum Zeitpunkt 62/, d p.c. treten jedoch solche Unterschiede auf (Tabelle 1). In
der Umgebung der Blastozysten verlieren die Uterusepithelzellen im mesometralen
Endometrium ihre starke Aktivitit des apikalen Cytoplasmas, und nur eine geringe
Reaktion der Zellperipherie (auch lateral und basal) verbleibt, so dafi die Zellen
entleert erscheinen (Abb. 3). In weiterer Entfernung von den Blastozysten, sowohl
in Richtung der Lingsachse des Uterus als auch in der Tiefe von Schleimhaut-
buchten in der Nihe der Blastozyste, ist die starke apikale Reaktion erhalten,
rusiitzlich wird hier aber nun auch eine mibBige Reaktion der basalen Zellabschnitte
dentlich.

Abb. 5. Ubersichtsuafnahme. Lingsschnitt durch Uterus und Blastozyste 8 d p.e. 7,5 . Die
mes=ometrale Seite liegt im Bild oben. Nativschnitt, Arvlamidasenachweis nach Methode (1).
Die Arvylamidaseaktivitiit der Blastozysten-fernen Endometriumspartien (links oben und rechts
oben) bricht beim Ubergang in die Schleimhaut der (von der grolien Blastozyste aufgeblihten)
Implantationskammer jih ahb.
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In den Stadien 7 und 8 d p.c. breitet sich der beschriebene Verlust der starken
Aktivitit des Uterusepithels von den den Blastozysten unmittelbar anliegenden
Schleimhautpartien in weiter entfernte Abschnitte aus. Jetzt ist der Unterschied
auch auf Ubersichtsaufnahmen nicht zu iibersehen (Abb. 5).

Das antimesometrale Endometrium am Implantationsort (zukiinftiger Obpla-
centarbereich) verhilt sich anders als das mesometrale Endometrium (Placentar-
felder) insofern, als hier das apikale Maximum der Aktivitit crhalten bleibt und
nur insgesamt die Aktivitit vermindert ist, wiihrend mesometral die apikale
Reaktion verlorengeht. Die zwischen den Blastozysten gelegenen Partien des
Endometriums zeigen 8 d p.c. noch deutliche, nur miflig verminderte Aktivitit,
doch schwindet bis zu diesem Zeitpunkt auch hier die apikale Betonung der Reak-
tion mehr und mehr (Abb. 4).

Die Reaktion des Uterussekretes geht nach 62/ d p.c. iiberall stark zuriick. In der
Blastozystenhohle 1iBt sich histochemisch in keinem Stadium nennenswerte Aryl-
amidase- Aktivitit nachweisen. Die Bastozystenhiillen zeigen keine oder nur gering-
fiigige Firbung, wihvend der Trophoblast deutlich positiv reagiert.

Ein Tier des 7-d-p.c.-Stadiums (I 11) zeigte ein abweichendes Verhalten: In der
Umgebung aller seiner 9 Blastozysten war keine Abschwichung der Arylamidase-
Aktivitit des Endometriums zu erkennen (Tabelle 1), obwohl die Blastozysten von
normaler GréBe und auch im iibrigen morphologisch unautfillig waren.

In der Umgebung von Blastozysten-Atrappen, d. h. in den Uterus iibertragenen
Agarose-Kugeln von Blastozystendurchmesser, zeigte sich 7 und 8 d p.c. in keinem
Fall ein vergleichbarer Abfall der Arylamidase-Aktivitit des Endometriums.

Diskussion

Beim Kaninehen gibt es keine festgelegten Implantationsorte im Uterus, vielmehr hiingt
die Lokalisation der Blastozysten von ihrer Zahl ab, und sie verteilen sich immer gleichmillig
ither die Linge des Uterus (Bovineg 1954). Der lokale Abfall der Arylamidase-Alktivitit am
Tmplantationsort, der in dieser Arbeit beschrieben wird und sich auch in biochemischen Tests
zeigen liBt (vax Hoorn), mufi daher als durch die Anwesenheit der Blastozyste ausgelost
aufgefallt werden, In den Uteri pseudogravider Weibchen bleibt die biochemisch gemessene
Alktivitit bis 8 d p.c. unvermindert hoch (DExkER und vaxy Hoorx 1974; vax Hoorw in Vor-
bereitung). Es ist bemerkenswert, dal die beschriebene Wirkung der Blastozysten sehr frih
eintritt (6%/, d p.c.). Dieses Phinomen ist demnach bereits nachweisbhar, sobald der Blasto-
zysten-Verteilungsvorgang beendet und damit der Implantationsort festgelegt ist; zu diesem
Zeitpunkt ist die Blastozyste noch von ihren extrazelluliren Hiillen (Zona pellucida, Muco-
proteidschicht, evtl. weitere, vom Uterussekret herstammende Lagen) wmgeben und kann
noch aus dem Uterus ausgespilt werden (vgl. Bovine 1954; Duxkrr 1970). Da Agarosc-
kugeln von Blastozystengrolle keine vergleichbaren Effekte auf das Endometrium ausiiben,
handelt es sich offenbar nicht um eine mechanische Einwirkung. Der Verlust der hohen
Aktivitit der apikalen Cytoplasmapartien und der apikalen cytoplasmatischen Vorwélbungen
der Uterusepithelzellen legt die Vermutung nahe, da} die Blastozyste lokal eine verstirkie
Sekretausschleusung aus dem Uterusepithel stimuliert, was zur Entleerung der Zellen fiihrt,
Es wiire gut denkbar, da} die in dieser Arbeit erstmals beschriebenen Arylamidase-positiven
jranula im Uterussekret abgeschniirte apikale Protrusionen (Beier, Ktanen und Prrry
1972) reprisentieren. Interessant erscheint, dall elektronenmikroskopische Untersuchungen
am Frettchen einen Verlust der Sekretgranula aus den die Blastozyste umgebenden Uterus-
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epithelzellen zeigten (ENDERs und ScHLAFKE, 1972). — Als weitere Moglichkeit ist eine lokale
Blockade der Nachlieferung ( Neusynthese) der Arylamidase zu diskutieren.

Bemerkenswert ist, daB bei einem Tier 7 d p.c. keine Anderung der Arylamidase-Aktivitit
in der Umgebung der Blastozysten zu verzeichnen war. Es kann nicht gesagt werden, ob sich
diese Blastozysten normal implantiert hdtten. Ob die antimesometrale Tmplantation regelrecht
erfolgt ist, 1iBt sich 8 d p.c. beurteilen. Alle untersuchten 8-d-Keime waren normal implantiert,
und hier war stets die lokale Verminderung der endometrialen Arylamidase-Aktivitdt deut-
lich.

Die chemische Natur des moglicherweise von der Blastozyste ausgehenden Signals ist bis-
lang unhekannt. Es liegt nahe, an von ihr produzierte Hormone zu denken, wie sie in neueren
Arbeiten postuliert (Beier 1968) und zum Teil demonstriert werden (SEAMARK and LUTwAK-
Maxwx 1972; Perrvy, HEAP and AMoroso 1973; DiokMany and DEy 1974; DickmMany, DEY
and Gupra 1075; DrcemMany und Guera 1974; Saxswa, Hasan, HaoUur and ScHMIDT-
GorLwiTzEr 1974; Haovr and Saxena 1974). Der beschriebene Abfall der Arylamidase-
Aktivitit im Endometrium wire dann der erste Nachweis eines lokalen Effekts dieser Hormone
der Blastozyste auf das umgebende Uterusgewebe.
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Aussprache

Kavrmann: In der Literatur wurde in den vergangenen Jahren mehrfach das in den weiblichen
(Gieschlechtsorganen existierende, als Leucinaminopeptidase bezeichnete, Leucinnaphthylamide
spaltende Enzym als Oxytocinase eingeordnet. Kann man diese Angabe nach Thren Unter-
suchungen als widerlegt betrachten?

(ossrAU: Warum setzen Sie ihrem Ansatz zur Naphthylamidasen-Darstellung CN- zu?
Wir haben seine Wirkung auf diese Enzymgruppe mit L-Leucin-2-naphthylamid als Substrat
gemessen und keinerlei Effekt festgestellt. Die Anwesenheit von Naphthylamidasen im Uterus-
lumen bzw. -sekret ist sicherlich nicht anzuzweifeln. Offen bleibt aber wohl, woher das Enzym
letztlich stammt. Haben Sie z. B. irgendwelche morphologischen Hinweise fir eine Sekretion
dieser Peptidasen aus dem Uterusepithel ? Thren Verzicht auf das substituierte 2-Naphthylamid
in Verbindung mit Fast Garnet GBC halte ich nicht ganz far gerechtfertigt; denn Echtgranat-
salz kuppelt auch mit unsubstituiertem 2-Naphthylamin langsamer und inhibiert in der
Regel stiarker als Fast Blue B. AuBerdem hat Fast Garnet GBC gegeniiber den Echtblausalzen
weitere Nachteile, wie die Auskristallization seines Azofarbstoffes und dessen Unféhigkeit,
durch Chelation stabile Reaktionsprodukte zu bilden.

Dexker (SehluBwort): zu Kavramaxy: Wir haben Versuche mit L.Cystin-di-f-naphthylamid
durchgefithrt, dem Substrat, das ja von einer Reihe der von Thnen angesprochenen Autoren
als Oxytocinase-spezifiseh (wenn auch vielleicht weniger rapide umsetzbar als Leucin-fi-
naphthylamid) angesehen wird. Dabei haben wir in unserem Material keine nennenswerte Alkti-

vitdt gefunden.

71 Gossrat: Zunichst kann ich auf Grund von eigenen Kontrollversuchen Thre Beobachtung
bestitigen, dafl Cyanidionen in der verwendeten Konzentration keinen Effelit (weder Aktivie-
rung noch Hemmung) auf dieses Enzym zeigen. Wir haben dennoch bewufit CN -~ im Inkuba-
tionemedium belassen und auech im {brigen an der Originalvorschrift von NacHLAS et al.
festgehalten, da es uns darum ging, direlkt mit unseren fritheren Serien (DeExrer 1969, 1971)
vergleichen zu kénnen. AuBerhalb der hier besprochenen Versuchsserie haben wir die Effekte
der Variation einer ganzen Reihe von verschiedenen Komponenten und Parameter untersucht
(mitgeteilt z. T.in: DENKER und Staver 1974). Die An- oder Abwesenheit von Cyanidionen
ist ohne Belang far den unterschiedlichen Reaktionsausfall in blastozystenfernen und blasto-
zystennahen Endometriumsabschnitten.

Fast Garnet GBC wiirde ich nicht so generell ablehnen, wie Sie es tun. In unseren erwihnten
Untersuchungen (DENKER und StaNan 1974) fanden wir, dal} bestimmte Arylamidasen m
unserem Material offenbar durch Fast Blue B stirker gehemmt werden als durch Fast Garnet
GBC. Ieh halte es daher fiir sehr sinnvoll, mindestens diese beiden Kopplungssalze vergleichs-
weise heranzuziehen. Eine Instabilitit des mit Fast Garnet gebildeten Farbstoffes zeigt sich
hezonders bei nativen, nicht entfetteten Schnitten; nach der hier verwendeten Gefriersubstitu-
tion in Aceton und Nachbehandlung mit Chloroform ist die Situation unvergleichlich besser,
vor allern wenn man dann noch in Apathy’s Medium einschlieft, Die Gefriersubstitution er-
offnet damit die Moglichkeif, auch Fast Glarnet zu testen, aber selbstverstdndlich kann man
auch in diesem Fall Fast Blue B verwenden und sich dessen Vorteil der gréoBeren Stabilitit
zunutze machen, sofern es nicht stirker hemmt.

Eine Sekretion der Arylamidage ins Uteruslumen izt bislang nicht eindeutig bewiesen, erscheint
1ns aber nach unseren Befunden wahrscheinlich. Das morphologische Bild paBt gut zur An-
nahme einer Sekretion: hohe Arylamidase-Aktivitdt der apikalen zystoplasmatizchen Pro-
trusionen der Uterusepithelzellen, und ebenso im Sekret positiv reagierende Granula, die
wohl abgeschniirte derartige Granula darstellen kénnten. Tm biochemischen Test (vanw Hoonry)
zeigt sich, dall die spezifische Aktivitdt (mg/mU Protein) im Uterussekret unvergleichlich
héher ist als im Serum, auch scheint es zwischen Uterus- und Serum-Arylamidasen Unter-
schiede in einigen biochemischen Eigenschaften zu geben.
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