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Summary

Topochemical investigations on the early development of the rabbit are presented, con-
cerning:

a) the differentiation of the blastomeres during cleavage, and
b) the polarity of the early embryonic disc.

From the results communicated in part 1 [Zool. Jb. Physiol. 75, 141 —245 (1970)] and II
are drawn the following conclusions:

1. The block to polyspermy may be correlated with the extrusion of an acid muco-
substance into the perivitelline space. 2. In early stages of cleavage, two categories of cells
are differentiated: presumptive embryonic and trophoblastic cells. They differ in the
content of protein, RNA and glycogen. 3. The polarity in the early embryonic disc is
not related to the substances demonstrated here. 4. The metabolism of glycogen is active
during blastocyst formation and implantation. 5. In the blastocyst stage, the egg coverings
undergo not only simple mechanical but chemical changes (content of sialic acids). 6. Proteolytic
enzymes and perhaps glycosidases (sialidase?) seem to cause the dissolution of the blastocyst
coverings and the implantation.
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1. Einleitung

In Teil I dieser Arbeit wurde die Verteilung hochmolekularer Kohlenhydrat-
substanzen (Glykogen und Mukosubstanzen) in frithen Entwicklungsstadien des
Kaninchens geschildert, wie sie sich nach Fixierungen fiir diese Substanzen auf dem
Schnitt zeigt!). Bei Anwendung spezieller Prozeduren ergeben sich nun Befunde zu
einigen entwicklungsphysiologischen Fragestellungen, die von besonderem Inter-
esse sind:

1. Differenzierung der Furchungszellen;

2. Higtochemische Polaritit der Keimscheibe.
Sie werden hier wiedergegeben und in einer gemeinsamen Diskussion zusam-
men mit den Befunden aus Teil T besprochen.

1) Abkiirzungen siehe Teil I, Seite 144.
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2. Zum Problem der Difierenzierung der Blastomeren
(Beobachtungen an Paraffinschnitten von FAE-fixiertem Material)

Nach den Ergebnissen der entwicklungsphysiologischen Experimente von
SemeL (1954, 1960a) gibt es im Sdugerei (Kaninehen) éhnlich wie in anderen mero-
genetischen Eiern, z. B. im Insektenei (SEmpeL 1936), einen plasmatischen Faktoren-
bereich, der fiir die Bildung der Embryonalanlage unentbehrlich ist. Bei der totalen
Furchung des Sdugereies fillt dieser Bereich nur einigen oder einer der Blastomeren
su. In irgendeiner Weise gehen von ihm Reaktionen aus, die zur Bildung einer
Embryonalanlage mit Keimscheibe und zugehérigem Trophoblast fithren. Diese Vor-
stellungen kinnen, weil sie auf den Ergebnissen experimentellen Eingreifens in die
Prozesse der Entwicklung beruhen, zunichst nur in einer funktionellen Sprechweise
dargestellt werden (s. SErper1960b). Den gefundenen , Faktorenbereichen® fehlt
das morphologische (topochemische) Korrelat. So ergibt sich die Notwendigkeit, der
Beobachtung unterschiedlicher funktioneller Eigenschaften verschiedener Bereiche
des Eies oder verschiedener Blastomeren eine Darstellung von stofflichen Unter-
schieden an die Seite zu stellen. Man muB priifen, ob dafiir ein mit morphologischen,
chemischen und physikalischen Methoden aufzufindendes raumzeitliches Gefiige
namhaft gemacht werden kann. Es ist dann weiterhin zu priifen, ob dieses die Funda-
mente der funktionellen Besonderheiten bildet.

Auf diesemn Boden stellte sich mir bei meinen histochemischen Untersuchungen
die Aufgabe, ungefurchte und gefurchte Keime auf topochemische Unterschiede
zwischen verschiedenen Bereichen hin zu analysieren. An der Ratte (weniger erfolg-
reich an der Maus) sind zahlreiche histochemische Untersuchungen zu diesem Problem
von der Davcqschen Schule angestellt worden (s. S. 283); sie fiihrten zu der Ab-
leitung des Embryonalknotenmaterials der Blastozyste aus dem Bereich einer baso-
philen Zone des ungefurchten Eies. Vom Kaninchen liegen nur sehr wenige histo-
chemische Befunde vor. Diese betreffen die Frage nach der Existenz einer solchen
basophilen Zone (Alberta Jones-Searon 1950). Morphologiseche Untersuchungen
der Furchung wurden von Biscrorr 1842, van BENEDEN 187D, 1880, AssHETON
1895a—d und GrEGory 1930 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind widerspruchsvoll
(S. 27511.). Andererseits dienen als Objekte fiir die entwicklungsphysiologischen Aus-
schaltungsexperimente vor allem Keime von Kaninchen (SeipeL 1952, 1954, 1960a)
und Maus (Tarkowskr 1959, Tarkowskr und WROBLEWSKA 1967, MULNARD 1965),
wiihrend die Ratte nur von Nicoras und Harr 1942 untersucht wurde. So fehlen zu
der hinsichtlich der Histochemie am besten bekannten Spezies entwicklungsphysio-
logische, zu den entwicklungsphysiologisch gut analysierten Arfen topochemische
Befunde. Fiir das Kaninchen sollen im folgenden einige Befunde zur Differenzierung
der Blastomeren vorgelegt werden.
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Ein unterschiedliches histochemisches Verhalten der Blastomeren ist nach den
Standardfixierungen fiir Mukosubstanzen, namlich Formol-Ca bzw. Glutaraldehyd-
(Ca, nicht zu beobachten (s. Teil I).

Es ist aber deutlich erkennbar nach Fixierung in FAE (s. unten), wenn man
mit der Haleschen Eisenbindungsreaktion (Teil I, S. 175) oder HgBPB (Teil I, S. 211)
firbt. HgBPB bringt sie besonders klar zu Gesicht.

Dies hat mich veranlaBt, diese Untersuchungen in groBerem MaBstab fortzu-
fithren. Das Ziel war zunichst, die morphologischen Verhiltnisse zu kliren und eine
Genealogie der Blastomeren aufzustellen. Dariiber hinaus ergaben sich einige histo-
chemische Aspekte zur stofflichen Grundlage der Blastomerendifferenzen.

92.1. Material und histologische Methoden

In FAE fixiert, in Paraffin eingebettet und in Serie geschnitten wurden 109 Keime von
20 Tieren. Sie verteilten sich auf die verschiedenen Entwicklungsstadien gemif der folgenden
Tabelle:

Stadium Zahl der Spendertiere Ziahl der Keime
25 h Vorkernstadinm 1 3
25 h 2-Zellen-Stadium 1 3
30 h 1 6
36 h 2 10
40 h 2 16
456 h 3 14
54h 1 7
63 h 1 13
3d 4 23
3d4h 2 12
3d8h 1 1
44d 1 1

Material, das auf andere Weise fixiert wurde (z. B. fiir die Darstellung von Glykogen), ist
in Teil I aufeefihrt. Es wird hier nur ergiinzend zur Besprechnung mit herangezogen.
Materialgewinnung und histologische Technik wurden in Teil T ausfiihrlich besprochen. Ab-
weichend davon wurde hier die FAE-Fixierung (Formol-Alkohol-Eisessig) verwendet, und zwar
nach folgenden Richtlinien:
FAE (Formol-Alkohol-Eisessig):
(AuBerTa JonEs-SEATON 1950, Davnog 1951)

Ansatz

1. Alkohol 609, 6 ml
2. Formol etwa 40 Gew.Y% 3 ml
3. Hisessig 1 ml

Mischung unmittelbar vor Gebrauch.
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Ausfithrung
Zimmertemperatur 6—12 h; Auswaschen in 609, Alkohol.

Anschlieffend wurden die Keime iiber A 50, 40, 30, 20 und 10 in Aqua dest. iberfiihrt, in
Agarose eingeschlossen (Teil I, 5.158), in der Alkoholreihe entwissert und iber Zedernholzil in
Paraffin eingebettet (vgl. Teil I, 8. 159).

Der Schnitt ist nach FAE-Fixierung besonders schwierig. Das ist vor allem auf die Existenz
der Mukoproteidschicht zuriickzufithren, die ja bei Ratte und Maus, an denen die Davrcgsche
Schule ihre Untersuchungen (nach FAE) vorwiegend durchgefiithrt hat, fehlt. Die Mukoproteid-
schicht wird in FAE | teilweise gelost™ (s. Daveg 1951) und andert ihre physikalisch-chemischen
Eigenschaften dahingehend, dali sie bei der Entwisserung extrem, weitaus stirker als nach
anderen Fixierungen, schrumpft, und bei Berithrung des Paraffinschnitts mit Wasser (beim
Strecken) wieder quillt. Das hat zur Folge, dafi sich der Schnitt wirft. Man kann dies nicht
durch besonders energisches Strecken ansgleichen: Oberhalb etwa 58 °C werden die zytologischen
Strukturen zerstort. leh habe mir bei diesen Schnitten von FAE-fixierten Furchungsstadien nur
dadurch helten kinnen, dall ich, jedenfals bei Keimen mit dicker Mukoproteidschicht (ilter als
45 h p. c.), bei jedem Schnitt vor dem Strecken das umgebende Paraffin mit Pripariernadeln
unter dem Binokular entfernte. Die Verwendung wasserarmer Streckmedien bringt wesentliche
Vorteile nicht, da die Mukoproteidschicht dann meist noch wihrend des Trocknungsprozesses
quillt oder die Feinstruktur der Schnitte leidet. Erprobt wurden: Verschiedene Alkoholkonzen-
trationen, Glyzerin (hiernach schwammen die Schnitte in Wasser ab), Aceton, Methylbenzoat,
Gemisch nach Ruyrer (s. Roymiis 1948, § 547). Von diesen letzteren Methoden bewihrte sich am
besten folgende Variante des Ruyterschen Gemischs: Aceton 2 ml, Methylbenzoat 2 Tropfen
(mischen), Aqua dest. 4 ml.

2.2, Ergebnisse
2.2.1. Protein: Hg-Bromphenolblaufirbung (HgBPB)

A. Morphologische Darstellung der Blastomerendifferenzen

Eine vorldufige Orientierung iiber die topographischen Verhilt-
nisse der Priparate, die mit HeBPB gefirbt wurden, vermitteln die Abb. la—¢:

63 h wie 3 d p. e. (Abb. 1a—d) scheiden sich die Blastomeren deutlich in zwei
Kategorien: Eine Gruppe schwach gefdrbter (. heller™) Zellen wird umgeben von
einem Ring dunkler, der aber nicht ganz geschlossen ist. An einer Stelle kommen
helle Zellen mit dem perivitellinen Spalt bzw. der Zona in Beriihrung. Von den
dunklen Zellen wird ein von Keim zu Keim unterschiedlich groier Bereich der Keim-
oberfliche eingenommen (vgl. Abb. Ta mit 1¢ und 1bh mit 1d). Bei einer jungen
Blastozyste (3d 8h p. ¢., Abb. 1e) sind dunkel getirbt die Trophoblastzellen, wiih-
rend der gesamte Embrvonalknoten als hell erscheint. Man vermutet, daf3 die Tropho-
blastzellen sich von den dunklen Zellen der Furchungsstadien herleiten, die Embryo-
nalknotenzellen von den hellen, und dal die Blastozystenhihle an der Grenze zwi-
schen hellen und dunklen Zellen aufgetreten ist.

Gehen wir in der Betrachtung der Entwicklungsstadien zuriick, so finden wir
immer wieder ein Bild, das im Prinzip dem des 3d-Keims entspricht: Ein Kranz
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dunkler Zellen umgibt unvollstindig einen Haufen heller (s. Abb. 9, 10). Diese Ver-
héltnisse sind schon 40h p. c. deutlich (s. Abb. 6d). Vor diesem Zeitpunkt ist noch
keine Zelle ins Innere des Keims gelangt. Alle Blastomeren sind der Lage nach gleich-
wertig, jedoch treten die firberischen Unterschiede deutlich hervor (s. Abb. 4e, b).
Auf Grund dieser Beobachtungen liegt der Schlull nahe, dall die hellen Zellen
der frithesten Furchungsstadien den Embrvonalknotenzellen Ursprung
geben und v, v. die dunklen Zellen den Trophoblastzellen. Um diese Vor-

e Trochoblast

Abb. 1. Synopsis zur Differenzierung der Blastomeren. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260x.
a:G3hpoesb:63hpoese:3dpoesd:3dpoeye:3d8hp.c.
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stellung zu priifen, sollen zundchst Schnittbilder der Furchungsstadien genauer be-
schrieben werden.

25 h p. c.: 2-Zell-Stadium

Von beiden Blastomeren war in allen 3 untersuchten Fillen eine mit HgBPB
geringfiigig stirker tingierbar. Bei einem Ei ist in der Zelle, die insgesamt dunkler
ist, der der Furche benachbarte Zytoplasmabereich am stiirksten gefirbt. Auf allen
Schnitten des Eies ergibt sich das gleiche Bild (vgl. Abb. 2). Insgesamt sind die Unter-
schiede aber sehr diskret.

30 h p. e.: 4-Zell-Stadium

Sehr geringe Differenzen in der Firbbarkeit der einzelnen Blastomeren sind
durchaus zu sehen, jedoch so schwach, dal man die ganze Schnittserie eines Eies
(Abb. 3) durchmustern muB, um mit einiger Sicherheit bestimmte Zellen als heller
als die anderen ansprechen zu kimnen (Abb. 3e—i). Die dunklen Zellen weisen wieder
eine gegeniiber den hellen vermehrte Tendenz zu einer zentralwiirts stirkeren Kiir-
bung auf.

35hp. e

Von diesem Zeitpunkt an wurde in meinem Material eine Blastomerendifferenz
recht deutlich. Als Beispiele seien ein Keim von 6 Zellen, einer von 7 Zellen und einer
von 8 Zellen wiedergegeben.

Der 6-Zell-Keim (Abb. 4) zeigt auf den Schnitten 1—5, (Abb. 4a—e) sehr klar
firberische Unterschiede zwischen den Blastomeren. Eine Zelle (auf den Abbildungen
rechts unten) ist sehr stark angefirbt, eine andere (oben) dagegen schwach, die
dritte zeigt ein férberisches Verhalten, das zwischen den beiden anderen liegt: sie
ist aber wohl mehr dem dunklen Typ zuzurechnen. Bei den dunklen Zellen fillt eine

Abb. 2. Keim 25 h p. c., 2-Zellen-Stadium. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260 . Zwei Schnitte
vom Anfang der Serie von einem Keim. Die in den Abbildungen unten gelegene Blastomere ist
geringfiigig stirker gefirbt.
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Abb. 3. Keim 30 h p. ¢., 4 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260 . Auf den Abb. 3e—iist
die unten gelegene Zelle stirker gefiirbt als die beiden oben gelegenen.

Betonung der zentralen Partien des Zytoplasmas auf. Diese Erscheinung laft daran
denken, daB es sich um eine artefizielle Polarisationserscheinung handeln konnte,
wie sie bei einigen Fixierungsmethoden leicht entstehen (vgl. auch S. 269). Es ist aber
meines Erachtens nicht moglich, die vorliegenden Farbunterschiede auf diese Weise
schliissig zu deuten, wie folgende Uberlegungen dartun:

Nimmt man an, daB das Fixierungsgemisch in gerader Front von der Seite der dunklen
Zellen her angeriickt wire (oder umgekehrt), so mifiten solche Polarisationserscheinungen ganz
entsprechend auch in der hellen Blastomere zu erkennen sein, und zwar mit einem Maximum der
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g h J

Abb. 4. Keim 35 h p. c., 6 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 2605,

Fiirbung an der Peripherie. Dies ist nicht der Fall; die helle Zelle zeigt ebenfalls eine sehr leichte
Betonung des Zentrums. Zudem kinnte das Firbungsmaximum nicht in beiden dunklen Zellen
genau zentral liegen, sondern miiBite zumindest in einer etwas nach seitlich verschoben sein. Wenn
man davon ausgeht, daf das Fixierungsmittel von allen Seiten gleichmilbig eindrang, so miifite
man im (egensatz dazu Polarisationserscheinungen in genau radidrer Richtung erwarten, die in
allen Zellen ein Firbungsmaximum an der gleichen Stelle, im Zentrum oder an der Peripherie,
hervorrufen. Dies ist nicht zu heobachten. Es treten, wie ich auch bei anderen Keimen regelmiBig
feststellte, Zellen auf, die niemals derartige Polarisationserscheinungen deutlich zeigen, und dies
sind stets die als heller erscheinenden Zellen. Wie wohl ans den Abbildungen einigermafien deut-
lich hervorgeht, sind die dunklen Zellen insgesamt stiirker gefirbt. Eine Polarisation kann nicht
einen Unterschied in der Geamt-Farbstoffaufnahme der Zelle vortiuschen. Maglicherweise stellt
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die Aggregation mit HgBPB stark firbbaren Materials in den zentralen Zellpartien ein Spezifikum
der dunklen Zellen dar. Dies mégen die Abbildungen weiterer Keime, vor allem auch spéterer
Stadien, veranschaulichen.

Ein anderer Keim, hier nicht abgebildet, hat 7 Zellen. Eine Blastomere ist deut-
lich heller als alle anderen. Die ihr gegeniiberliegende hat sich am stirksten ge-
firbt. So erhilt man geradezn das Bild eines Gefilles.

Eine strenge Scheidung der Blastomeren in zwei Kategorien, hell oder dunkel,
léilit sich bei den bisher beschriebenen Stadien nicht durchfiithren. Man findet immer
wieder Abstufungen der Firbbarkeit. Wenn die Keime jedoch noch mehr Zellen
bilden, gibt sich eine Diskontinuitit zu erkennen.

Die Abb. 5 zeigt drei Schnitte eines Keims im Alter von ebenfalls 35 h p. c., der
schon 8 Zellen besitzt. Hier nimmt eine der Blastomeren in mehrfacher Hinsicht
eine Sonderstellung ein: Sie ist schwiicher als die anderen gefirbt und hat ihre gréBte
Ausdehnung in radidrer Richtung. Im Gegensatz dazu sind die dunklen Zellen tan-
gential gestellt. Bei der Zelle rechts unten, die eine Ausnahme zu sein scheint, wird
auf weiteren, hier nicht abgebildeten Schnitten ebenfalls eine mehr tangentiale Aus-
richtung deutlich. Weiterhin zeigen die stark gefirbten Blastomeren cine besonders
starke Anfirbung des Zytoplasmas in den zum Zentrum des Keims gerichteten und
der hellen Zelle benachbarten Partien. Die helle Zelle lifit kaum eine Andeutung
einer solchen Polaritit erkennen. Wie Bilder dieser Art deutlich machen, darf man
durchaus an der Vorstellung von einem artefiziellen Charakter der dargestellten
Polarisationen zweifeln. Besonders hinweisen miochte ich darauf, dal bei diesem
Keim anch die ovalen Kerne eine Tendenz zeigen, sich wie die Zellen auszurichten:
[n den dunklen Blastomeren tangential (Abb. 5a), in der hellen radidr (Abb. 5b, ¢).
Ob in diesem Keim nur eine Zelle als deutlich heller den anderen gegeniiber ange-
sprochen werden kann oder andere sich dhnlich verhalten., kann ich nicht sagen.
Die weiteren Schnitte der Serie waren nicht genau analysierbar, weil sich die Muko-
proteidschicht daraufgeschlagen hatte.

a b I
Abb. 5. Keim 35 h p. c., 8 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260,
17 Zool. Jb. Physiol. Bd.75
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40 h p. c.

Die Bilder des in Abb. 6 dargestellten Keims von 12 Zellen lassen sich gut an
die vom zuvor beschriebenen anschliefen: Eine Gruppe von 3 hellen Zellen wird un-
vollstindig umfallt von einem Kranz dunkler. Die beim vorigen Keim dargestellten
zytologischen Charakteristika sind nur schwach ausgeprigt, aber wohl erkennbar.
Die Schuitte auf Abb. 6f—h zeigen nun allerdings etwas Uberraschendes: Hier
scheint eine helle Blastomere auf der Gegenseite zwischen den dunklen Zellen hin-
durch den perivitellinen Spalt (bzw. die Zona) zu erreichen. Die hellen Zellen der
Abb. 6e sind auf Abb. 6g nicht mehr getroffen; an ihrer Stelle liegen dunkle, mit

g B0 b 3

Abb. 6. Keim 40 h p. ¢, 12 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 2603,
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Mitose. Ein Zusammenhang zwischen allen hellen Zellen mag aber bestehen (vgl.
Abb. Ge, f). Der hier dargelegte Befund wird noch zu diskutieren sein.

Ein anderer 40-h-Keim ist in Abb. 7 wiedergegeben. Er zeigt deutlich einige
besonders dunkle Blastomeren (auf der Abbildung zwei). Die iibrigen sind heller, am
hellsten diejenige, die im Zentrum liegt. Die dunklen Zellen besitzen eine grob-
maschige Zvtoplasmastruktur in der Umgebung der Kerne, aber keine Polaritiit.
Das Zytoplasma der hellen Zellen ist feinkiornig strukturiert, am feinsten das der
zentralen Zelle.

45 h p. c.

Bei der Beobachtung von einzelnen Schnitten erhilt man am hiufigsten Be-
funde, die etwa der Abb. 8 entsprechen: Zwei, manchmal auch eine oder mehrere
helle Blastomeren werden von dunklen vollstindig umschlossen. Schnittserien da-
gegen bringen meist eine Liicke im Kranz der dunklen Zellen zu Gesicht, durch die
die hellen in Kontakt mit dem perivitellinen Spalt stehen. Diese Liicke bleibt unter-
schiedlich grofi. Sie ist von der Breite mehrerer Zellen wie in Abb. 9 oder hiufiger
nur einer Zelle wie in Abb. 10. Wenn ich die Liicke anch manchmal nicht deutlich
sah. so konnte ich ihre Existenz jedoch in keinem Fall sicher ausschliefen: Die er-

Abb. 7. Keim 40 h p. e. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 250

8 9 10
Abb. 8—10. Keime 45 h p. c. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260x.
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haltenen Schnittbilder lieBen immer die Maglichkeit offen, dafl diese Verbindung in
den ersten oder letzten Schnitten der Serie lag, bei denen naturgemil wegen der ge-
ringen Zahl der getroffenen Zellen eine Einordnung als dunkel oder hell nicht immer
sicher maoglich ist. Fiir eine solche Einordnung ist der Vergleich mehrerer Zellen
eines einzigen Schnittes notwendig. Liegen diese auf verschiedenen Schnitten, so
wird der Vergleich unsicher, da die Stirke der Firbung in verschiedenen Schnitten
auch bei paralleler Behandlung oft verschieden ausfillt. ;

Die zytologischen Charakteristika der einzelnen Zellen entsprechen den bereits
dargestellten: Zellen und Kerne sind im Fall der dunklen Blastomeren meist tangen-

g A 7
Abb. 11. Keim 65 h p. c. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260,
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tial gestellt, im Fall der hellen rund oder radiir gestellt; das Zvtoplasma der dunklen
Zellen ist in den zum Zentrum gelegenen Partien verdichtet.

54 hp.c

Die Schnitte, die ich von Keimen aus diesem Stadium habe, dhneln vollstindig
denen vom 45-h-Keim der Abb. 9 und 10 und vom 40-h-Keim der Abb. Ge—e mit
dem Unterschied, dafi sich die Zahl der Zellen vergroBert hat: Ein Haufen heller

Zellen wird unvollstindig umgeben von dunklen. Die Zytologie ist im wesentlichen
wieder gleich.

63 h p.c.

Auch zn dieser Zeit bleibt die Topographie der Keime im wesentlichen die
gleiche. Wiihrend sich die Zellen weiterhin vermehren, ist nach wie vor die Masse
der hellen Zellen von dunklen noch nicht ganz umgeben. Die dunklen Zellen zeigen
die Verdichtung des Zytoplasmas in den zum Zentrum des Keims gerichteten Partien.
Zellen und Kerne (Abb. I1f, h) sind meist in der Tangentialrichtung gestreckt. Die
hellen Zellen lassen eine Polaritiit des Zytoplasmas nicht erkennen. Sie sind nicht
gestreckt, sondern eher rundlich. Thre Kerne haben sich radiéir ausgerichtet (Abb.111).
Das Ausmal, in dem die dunklen Zellen die hellen umgreifen, ist von Keim zu Keim
unterschiedlich: Obwohl man meist Bilder findet, die den Abb. 11 d—f entsprechen,
sind bei anderen Keimen nur geringe Bereiche der Obertliche des imneren Zellhaufens
frei. Andererseits hat man den Eindruck, dali die Bedeckung auch an mehreren
anderen Stellen kleinere Liicken aufweisen kann.

3dp. e

Auf meinen Schnitten von dreitigigen Keimen hat sich das bisherige Bild im
Prinzip nicht verindert. Der Teil des Umfangs, auf dem die dunklen Zellen die hellen
umgeben, ist nach wie vor von Keim zu Keim unterschiedlich grofi (s. Abb. Le, d).
Eine Verbindung der Masse der hellen Zellen zur Oberfliche besteht aber stets.

Alle untersuchten Eier dieses Stadiums habe ich aus der Tube entnommen.

3d4hyp. e

Zu dieser Zeit fand ich die Keime teils im Uterus, und zwar unmittelbar an der
Tubenmiindung, teils im unteren uterinen Abschnitt der Tube. Diejenigen, die aus
dem Uterus ausgespiilt wurden (7 Keime), liefen zumindest eine Andeutung des
Blastozystenlumens erkennen, diejenigen aus der Tube (5 Keime) nicht. Uterus und
Tube hatte ich zuvor etwa an der Stelle, an der sich das enge Tubenlumen in das
weite Uteruslumen 6ffnet, durchtrennt.

Teh wihlte dieses Stadium, um so weit wie miglich das Schicksal der hellen bzw.
dunklen Blastomeren beim Ubergang ins Blastozystenstadium aufzukléiren. Als Bei-
spiel bringe ich zwei Abbildungen von Schnitten, die fiir viele dhnliche stehen. Bei
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dem Keim der Abb. 12 ist offenbar gerade ein Spalt aufgetreten zwischen den dunklen
und hellen Zellen. Im Schnitt sind die dunklen Zellen etwas iiber den unteren Rand
des Haufens der hellen geraten und befinden sich daher in einer anderen Ebene. Der
Keim auf Abb. 13 besitzt bereits eine deutliche Blastozystenhéhle. Die Trophoblast-
zellen sind stark, die Embrvonalknotenzellen schwach gefiirbt. Man wird danach die
Trophoblastzellen von den dunklen Blastomeren und die Embryonalknotenzellen
von den hellen herleiten. Auf eine solehe Herkunft deuten neben der Art der Firbung
anch Form und Ausrichtung der Zellen und der Kerne. Eine Grenze zwischen
dunklen und hellen Zellen vermag ich in den seitlichen Partien des Keims allerdings
nicht exakt zu ziehen.

3d8hyp. e

Ein Schnitt von einem Keim dieses Alters, den ich aus dem Uterus ausspiilte.
istin der Abb. 1e dargestellt. Die Embryonalknotenzellen haben sich deutlich schwi-
cher gefiirbt als die Trophoblastzellen. Letztere sind wie thre Kerne in der Tangen-
tialrichtung gestreckt, wiihrend die ersteren als abgerundet erscheinen. Der Tropho-
blast bedeckt auch die Oberfliche des Embryonalknotens. Auf einigen Schmitten
sieht es so aus, als bestiinde eine Liicke in dieser Bedeckung (s. Abb. 1e). Da die
Trophoblastzellen aber sehr gestreckt und ihre Randpartien sehr diinn sind, ist eine
gichere Beurteilung ihres Zusammenhanges mit dem Lichtmikroskop nicht maglich.

4dp. e

Zu diesem Zeitpunkt liegt schon eine typische Blastozyste vor. Der Embryonal-
knoten hat sich zur Keimscheibe abgeflacht. Die Trophoblastzellen sind sehr stark
gestreckt und bedecken die Keimscheibe vollstindig als Raubersche Deckschicht.

Embryonalfinoelen

Trophoblast
12 13

Abb. 12, Keim 3 d4 hp.c., aus dem Uterus. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 260 x. Zwischen
den dunklen Blastomeren und der Masse der hellen ist gerade ein Spalt aufgetreten; die ersteren
haben sich etwas auf die letzteren gelegt infolge unvollkommener Streckung des Schnitts.

Abb. 13. Keim 3d 4 h p. ¢., aus dem Uterus. FAE, Paraffinschnitt, lgBPB. 260x . Es handelt
sich hereits eindeutig um eine junge Blastozyste. Die Trophoblastzellen sind dunkel gefiarbt.
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Eine Bewertung des firberischen Verhaltens ist wegen der starken Abplattung der
Zellen nicht mehr miglich.

B. Histochemische Betrachtungen zu den Blastomerendifferenzen
nach HgBPB-Firbung

Die HgBPB-Firbung wird als allgemeine Proteinfirbung aufgetalit, stellt aber
vielleicht doch bevorzugt basische Proteine dar (s. Teil I, 8. 211). Die Frage der Rolle
der Protein-Aminogruppen bei der HgBPB-Féarbung mulfi zur Zeit als nnentsehieden
gelten, Uber cine Bedeutung solcher Gruppen fiir das Zustandekommen der ge-
schilderten Bilder von den Blastomerendifferenzen kinnten daher nur weitere Pro-
teinfirbungen Auskunft geben.

Auch mit verschiedenen anderen Firbungen. sofern diese das Zytoplasma deut-
lich tingieren, z. B. mit starker Haemalaun-Farbung (Abb. 14). stellt man nach
FAE-Fixierung unter den Blastomeren schwache Differenzen fest. Man darf daher
wohl die mitgeteilten firberischen Differenzen zunichst schlechthin als Ausdruck
einer unterschiedlich dichten Lagerung der Proteine des Zytoplasmas deuten.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, weshalb nach anderen Fixie-
rungen als FAE solehe Differenzen nicht sichtbar sind (Bouin s. Abb. 15, Glutaral-
dehvd-Ca s. Abb. 16). FAE ist ein Fixierungsgemisch, das fiir zvtomorphologische
Untersuchungen sehr gut geeignet, zur Darstellung von Proteinen aber nicht optimal
ist. Nach Formol- und Glutaraldehydfixierung wiederum schrumpfen die Zellen
stark, nach FAE kaum. Es ist daher zu erwarten, daf eine unterschiedliche Dichte
des Zvtoplasmas durch FAE besser erhalten wird. Andererseits wird durch FAE

14 15 16

Abb. 14, Keim 63 h p. ¢, FAE, Paraffinschnitt, HE. 260:<. Nach HE-Firbung sind eben an-
gedeutete Blastomerendifferenzen erkennbar.

Abb. 15. Keim 3 d p. ¢. Bouin, Paraffinschnitt, HgBPB. 260 . Blastomerendifferenzen sind
nicht erkennbar,

Abb. 16. Keim 3 d p. e. Glutaraldehyd-Ca, Paraffinsehnitt, HgBPB. 260 . Blastomerendiffe-
renzen sind nicht erkennbar. Die Mukoproteidschicht ist so schwach gefirbt, dal sie nicht zur
Darstellung kommt.
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sicher eine Reihe von Substanzen aus dem Gewebe extrahiert (sMS s. 5. 269, |
Glykogen s. unten; auch lipidlosliches Material infolge der Alkoholkomponente).
Protein, das mit paraplasmatischen Substanzen assoziiert ist, konnte mit ihnen
extrahiert werden. Dadurch kionnte eine unterschiedliche Dichte der iibrigen Zyto-
plasmaproteine deutlicher hervortreten (vel. S. 2811; zur Extraktion von Histonen
durch Essigsiure vgl. Dick und Jounxs 1968). Man miiite also offenlassen, ob aufjer
durch unterschiedliche Gesamtkonzentration von Protein auch durch eine besondere
Verteilungsweise einzelner Protein-Fraktionen oder anderer Substanzen die unter-
schiedlichen firberischen Eigenschaften der Blastomeren bedingt sein kinnen.

2.2.2. Glykogen

In den Furchungsstadien findet sich Glykogen nach FAI auch nach Verwen-
dung der empfindlichen Bulmer-Technik nur sehr spiirlich, und zwar dhnlich verteilt
wie das HgBPB-firbbare Material (Abb. 17) (Methodik s. Teil I, S. 163).

Glykogen wird durch FAE in vielen Organen zwar erhalten, doch ist diese Fixie-
rung sicher nicht optimal (zur Glykogen-Fixierung vegl. Teil 1, S. 162). So erschien es
mir als denkbar, dali eine in oder nach FAE losliche Glvkogen-Fraktion extrahiert
worden war, und dafl moglicherweise die zuriickgebliebenen Liicken zu einem Nega-
tivhild der Gesamt-Glykogen-Verteilung gefithrt hiitten. Ich habe daher Furchungs-
stadien mit Glykogen-Fixierungsmitteln behandelt und mit der Bulmer-
Methodik auf Glvkogen untersucht, und zwar die Altersstufen 25 h p.e., 35 h p. e,
45h p.e., 3dp.c und 315 d p. c. Die Ergebnisse wurden bereits in Teil T (8. 164)
geschildert und sollten hier nur noch einmal rekapituliert werden. 3 d und 314 d p. c.
zeigt sich ein unterschiedlicher Glvkogen-Reichtum der inneren und der duleren
Blastomeren: Die inneren Blastomeren enthalten eine hihere Glykogen-Konzen-
tration (vgl. Abb. 18, Teil I Abb. 16).

4 1 -~

Abb. 17. Keim 54 h p. c. FAE, Paraffinschnitt. 260 .
a) PAS. Blastomerendifferenzen dhnlich wie nach HgBPB.
b) Glykogendarstellung in der Bulmer-Technik. Blastomerendifferenzen wie in Abb. 17a.
¢) Wie Abb. 17b, doch Amylase-Behandlung. Die in Abb. 17b angefirbten Substanzen der Blasto-
meren sind Amylase-labil. |
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Abb. 18. Keim 3 d p. c. Gendre, Paraffinschnitt, Glykogendarstellung in der Bulmer-Technik.
260 . Zwischen prisumptiven Embryonalknoten- und Trophoblastzellen ist ein artefizieller
Schrumpfungsspalt anfeetreten. Glvkogenreichtum der inneren Blastomeren. Die dufleren Zellen
zeigen eine sehr deutliche Glykogen-Aggregation in den zentralen Zytoplasmapartien. Dies er-
innert an Polarisationserscheinungen im Rahmen der Alkoholflucht des Glykogens. Zona und
vor allem Mukoproteidschicht erwiesen sich als partiell resistent gegeniiber Amylase.

Da sich nach diesen Fixierungen die Struktur der Keime sehr viel weniger gut erhilt als
nach FAE, ist eine genauere Auswertung erschwert. Beeintrichtigt wird sie dadurch, dal diese
Fixierungsmittel am Glykogen mit Sicherheit Polarisationserscheinungen hervorrufen kénnen
(vel. dazu Abb. 18). AuBerdem ist bekannt, daf das Glykogen von Zellen, die in verschiedener
Tiefe eines (Gewebsblocks liegen, unterschiedlich gut fixiert wird. Dies bedentet eine Einschriin-
kung der Aussagekraft dieser Untersuchungen.

Bei HgBPB-Firbung von Schnitten Rossman-fixierter Eier wurden die inneren Zellen un-
erwarteterweise wie mit der PAS stirker gefirbt als die fiuBieren. Da das Glykogen bei diesen
Fixierungen als Protein- Komplex erhalten wird, stiitzen diese Beobachtungen die auf 8. 262 dar-
gelegte Vorstellung vom Zustandekommen der FAE-HgBPB-Bilder: Protein, das mit paraplas-
matischen Substanzen (hier Glykogen) assoziiert ist, wird evtl. durch FAT extrahiert. Dadurch
erscheinen Zellen, die reich an solchen paraplasmatischen Substanzen sind, nach FAE-HzBPB
hell.

Insgesamt scheinen mir die erhaltenen Befunde dafiir zu sprechen, dal} 3 d p. c.

tatséichlich ein besonderer Reichtum der inneren Zellen an Glykogen besteht.

2.2.3. Mukosubstanzen und interferierende RNS nach FAE

2.2.3.1. Mukosubstanzen allgemein: PAS

Die PAS macht an Schnitten von FAE-fixiertem Material eine sehr diskrete
Blastomeren-Differenz sichtbar, die im Einzelnen ganz den Ergebnissen der HgBPB-
Férbung entspricht (Abb. 17a). Nach Amylase-Behandlung sind die Bilder dhnlich.
aber noch weniger deutlich.

Eine Verteilung von Mukosubstanzen, die der der HgPBP-positiven Proteine
entspricht, darf also fiir FAE-fixiertes Material angenommen werden.
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2.2.3.2.1. Kisenkolloid-Bindungs-Reaktion(Hale)

Die Halesche Eisenkolloidbindungsreaktion in der Modifikation von Mowry
(1963) bringt Blastomerendifferenzen etwas wechselnd, aber doch oft sehr deutlich
zu Gesicht, wenn die Schnitte von FAE-fixierten Keimen stammen. Ich habe die
Stadien 45 h und 3 d p. ¢. daraufhin genauer untersucht. _

45 h p. c. (etwa 14—18 Zellen) werden die nach HgBPB helleren Blastomeren
stiirker gefirbt (Abb. 19a, b). AuBerdem zeigen die nach HgBPB dunklen (duleren)
Zellen eine Aufhellung in den dem Zentrum des Keims, d.h. den prisumptiven
Embrvonalknotenzellen, zugekehrten Zytoplasmabereichen. Demnach ergibt sich
ein zu HeBPB villig komplementéres Verhalten.

An den dlteren Keimen des Morula-Stadiums (3 d p. ¢.) konnte ich allerdings
bei den wenigen Priiparaten, die ich angefertigt habe, vergleichbare Feststellungen
nieht machen. Hier hatten sich die prisumptiven Trophoblastzellen stéirker tingiert.

In jedem Fall waren die Hale-Reaktion insgesamt und auch die Blastomeren-
differenzen nach alkalischer Vorbehandlung (Verseifung, Teil 1. S. 189) verstirkt.

Bei Anwendung anderer Reaktionen auf sMS habe ich nach FAE und nach
sMS-Fixierungen (Teil I, 8.157) eindeutig Blastomerendifferenzen nicht gesehen
(s.8.173). Daher war eine Priifung notwendig, ob die Hale-Reaktion nach FAE wirk-
lich sMS darstellt. Sie wurde u. a. mit Ribonuklease (RNase) durchgefiihrt (s. u.).
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Abb. 19. Keim 45 h p. c. FAE, Paraffinschnitt, Hale-Reaktion, RNase-Kontrolle. 260

a) Hale. Die zwei inneren Blastomeren sind stiirker gefirbt als die dulieren.

b) Hale — Kernechtrot. Dieser Keim zeigt drei innere Blastomeren. Sie geben auch hier eine
stirkere Hale-Reaktion als die aulieren.

¢) RNase — Hale. Nach RNase-Einwirkung verbleibt keine Hale-positive Substanz in den
Blastomeren.
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2.2.3.2.2. RNase-Labilitit der Hale-positiven Substanzen
Prinzip

Eine Spaltbarkeit der Substanzen durch RNase (Ribonuklease) wird nach den
gleichen Prinzipien gepriift, die fiir die NAase- (Teil I, 8. 194) und Hyaluronidase-
(Teil T, 8. 205) Anwendung gelten. Ist die Substanz spaltbar, so besagt dies, dali es
sich um RNS handelt.

Material
1. RNase, 43 kristallisiert, salzfrei (Fa. Carl Roth, Karlsruhe), wiBrige Losung, 0,5 mg/ml
{w/v).

2. Material fiir Farbung (Hale) s, Teil I, 5. 175.

Ausfiihrung
Entparaffinierte, luftgetrocknete Schnitte.
1. RNase-Losung 37 °C. 1, 2 bzw. 5 8td. Inkubation in Kivette. Kontrolle: Aqua dest. dto.
2. [FlieBend Leitungswasser 5 Min., 2> Aqua dest.
3. Firbung: Hale s. Teil 1, 8. 175,
Resultat

Die Firbung von RNS-haltigen Substanzen ist nach RNase-Behandlung im Gegensatz zur
Kontrolle abgeschwicht oder negativ.

Ergebnisse

Um niihere Aufklirung iiber die positive Hale-Reaktion bei FAE-Fixierung
(S. 264) zu erhalten, fiihrte ich Kontrollen mit RNase-Behandlung durch. Hier war
ein Kffekt demonstrabel: Die Blastomeren der behandelten Schnitte wurden Hale-
negativ. Nur in den Keimhiillen verblieb positives Material (Abb. 19¢). Man michte
daher schlieBen, daff es sich bei der Hale-positiven Substanz in diesem Fall um
RNS gehandelt hat. Dazu ist zu bemerken, daf die Hale-Reaktion grundsitzlich
nicht streng spezifisch fiir sMS ist. In der hier verwendeten Modifikation nach
Mowry ist zwar auch nach meinen Beobachtungen die Spezifitit sehr gut, wenn die
Objekte mit Formol-Ca oder Glutaraldehyd-Ca fixiert worden waren. Es ist aber
wohl zu vermuten, daB die Verhiltnisse nach einer inadiquaten Fixierung wie FAE
anders liegen: FAI ist ein sehr schlechtes Fixierungsgemisch fiir sMS (vgl. 8. 269).
Daher liBt sich eine nach FAE firberisch sichtbare Blastomeren-Differenz
kaum auf die Verteilung von sMS zuriickfithren. Nukleinsiuren andererseits
werden durch FAE gut, wenn auch wohl nicht optimal erhalten (vgl. PEARSE
1968). Die Vorstellung, daf die Hale-positive Substanz RNS ist, wird ferner gestiitat
durch folgende Beobachtungen: Diese Substanz ist offenbar schon durch gering
konzentrierte Salzlosungen extrahierbar. Nach Behandlung der Schmitte mit dem
Puffergemisch der NAase (Teil I, 8. 199) oder mit 0,99, NaCl-Losung (Kontrolle fiir
Hyvaluronidase) fiel die Reaktion negativ aus. Ein solches Verhalten ist von RNS
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bekannt (s. PEarse 1968). Ubrigens machte dieses die Priifung der dargestellten
Substanzen auf NAase- oder Hyaluronidase-Labilitit unmaglich, da dabei diese Salz-
losungen zur Kontrolle verwendet werden miissen.

Beim Hale-Effekt kinnte es sich natiirlich auch um eine unspezifische Anfir-
bung von Protein handeln, und zwar kimen die negativ geladenen Gruppen der
Proteine als Bindungsorte fiir das Eisenkolloid in Frage. Damit wiirde auch das zu-
mindest 45 h p. ¢. komplementére Verhalten im Vergleich zu HgBPB erklirt sein,
sofern HgBPB die positiv geladenen Gruppen darstellt. Auf Grund der Ergebnisse
der RNase-Behandlung scheint mir jedoch die Annahme berechtigt, dafl RNS in den
Blastomeren 45 h p. ¢. in verschieden starker Konzentration vorliegt, und zwar sind
die prisumptiven Embryonalknotenzellen daran reicher als die présumptiven Tro-
phoblastzellen. Die RNS verhélt sich damit im Vergleich zu den mit HgBPB dar-
gestellten Proteinen komplementir.

2.2.3.2.3. Andere sMS-Reaktionen

Gepriift wurden nach FAE-Fixierung: AB (Teil 1, 8.172), LID und LID-AB
(Teil I, S. 178), Toluidinblau nach Kramer und Winoruwm (Teil 1, S. 182), HID und
HID-AB (Teil 1, S. 184) sowie die Effekte einer alkalischen Vorbehandlung (Teil I,
S. 189) und der Einwirkung von NAase(Teil I, 8. 194). Von diesen Reaktionen brachte
nur Toluidinblau gelegentlich sehr schwache Differenzen zu Gesicht. Diese Férbung
habe ich jedoch sehr wenig verwandt, da sie neben sMS auch Nukleinséiuren tingiert
und daher fiir eine histochemische Untersuchung von intrazellulir gelegenen Muko-
substanzen schlecht geeignet ist.

Nach Fixierungen fiir sMS (Formol-Ca, Glutaraldehyd-Ca) habe ich mit keiner
der in dieser Arbeit verwendeten Reaktionen eindeutig Blastomerendifferenzen
sehen konnen (Teil I, S. 173, 200). -

Zwischen den beiden Gruppen von Blastomeren scheinen mir daher wesentliche
Unterschiede im sMS-Gehalt nicht zu bestehen.

3. Zur Frage einer Polaritiit der Keimscheibe
(Beobachtungen an Blastozysten-Flachpriparaten)

Es war zu priifen, ob sich mit den von mir verwendeten Kohlenhydrat-Reak-
tionen eine Polaritit der Keimscheibe zeigen laBt, bevor sie morphologisch faBbar
wird. Zu diesem Zweck wurden von Blastozysten der Stadien 4—6 d p. e¢. Flach-
priiparate hergestellt und untersucht. Zur Gestalt solcher Flachpréiparate vgl. Teil I,
Abb. 9.

3.1. Material und Préparationsmethoden

Verwendet wurden 42 Blastozysten, die sich auf die einzelnen Stadien gemil der folgen-
den Tabelle verteilten: .
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Stadium Zahl der Keime
ddp.e. 13
Hdp.e. 12
Gdop.e. 17

Flachpriparate wurden dadurch hergestellt, dafi der Keim vom abembryonalen Pol her
in den Meridianen bis an den Rand der Keimscheibe aufgeschnitten und flach ansgebreitet wurde
{prinzipielles Vorgehen nach Spipur, unverdffentlicht; vgl. auch vaN BenepEN 1880, Moo und
Lutwak-Manx 1958, Lurwak-Many und Hay 1962). Die Blastozystenhiillen als bei weitem
kohlenhydratreichste Struktur muBten entfernt werden, da ihre Farbung die der Keimscheibe
iiberdeckt. Die Methode von Lurwak-Many u. a., bei der in Methanol fixiert wird, war daher
nicht zu verwenden, denn in allen Methanol- oder Athanol-haltigen Fixieringsgemischen ver-
kleben Keimhillen und Keimgewebe unlésbar miteinander. Nach Fixierung in Formol-Ca werden
die Hiillen spride und schwer zu handhaben; nach Bouin, welches SerpEL verwendet, lassen sie
sich leicht abzichen, aber die sMS werden schlecht erhalten. Daher habe ich nach einigen Ver-
suchen zur Fixiernng ein Glutaraldehyd-Ca-Gemisch verwendet, das in Anlehnung an WEISSEN-
reLs (1967) fir die Fixierung von sMS und fiir die Belange des Kaninchenkeims modifiziert wurde
(Teil 1, 8. 157). Nach Entfernung der Tiillen wurden die Keime in einem alkoholischen Medium
naehfixiert; hier schrumpfen sie, so daB man sie an einen Objekttriiger antrocknen kann, ohne
dab sie bei spiterer Entwiisserung reifien. Man kann nun simtliche histochemischen Prozeduren
am Keim ausfiihren und hat nicht zu befiirchten, daf er zerstort oder in stark gefirbten Losungen
verlorengeht.

Austithrung
Fixierung
a) Fiir histochemische Zwecke Glutaraldehyd-Ca:
Ansatz: 1. Glutaraldehydlosung 25 9%, 8 ml
2. Na-cacodylat-ICl-Puffer 0,06 m pH 7,056 mit 1%, CaCl, (w/v) 92 ml
1. und 2. werden unmittelbar vor Gebranch zusammengegeben; der pH wird ernent
eingestellt.

Ansfithrung: 4 °C, 12 h.
b) Fiir morphologische Zwecke Bouix s. Romuis 1948, § 305.

Priparation im Fixierungsgemisch: Unter dem Binokular Einschnitt in die Keimhiillen,
abziehen mit 2 feinen Pinzetten. Aufschneiden der Blastozyste vom abembryonalen Pol aus in
den Meridianen his nahe an die Keimscheibe.

Nachfixierung in einem alkoholhaltigen Gemisch: Hierbei schrumpft der Keim, so dal er
nach Rickfithrung ins Wasser auf einem Objekttriger angetrocknet werden kann, ohne beim
spiteren Entwissern zu zerreifien. Zum Ubergang in dieses Gemisch wird der flach ausgebreifete
[Keim zunichst mit einem Deckglassplitter bedeckd, anschlieBend wird das alkoholische Fixie-
rungsmittel zugetropft:

Nach Glutaraldehyd oder Formol-Ca:

Ansatz: Formol etwa 40 Gew.%, 10 ml
Alkohol 969, 90 mi
Ca-acetat 05

(LizLie 1965)
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Ausfithrung: 4 °C, 24 h;

nach Bovmw: Gendre (s. Teil I, 8. 156).

Alkoholreihe (109, — Stufen), Aqua dest.

Ausbreiten auf Objekttriger, antrocknen.

Firbungen usw. wie Schnitt.

Da in Material, das nicht in Paraffin eingebettet wurde, Lipide erhalten bleiben
kinnen, habe ich zur Kontrolle der Kohlenhydratreaktionen Lipidnachweise durch-
gefithrt (vel. auch Teil I, 8. 172). Dabei habe ich auch einige Priparate untersucht,
die nicht nachfixiert worden waren.

3.2. Ergebnisse
3.2.1. Sudanschwarz-B-Fiarbung zur Kontrolle der Kohlenhydrat-
reaktionen
Wie die Sudanschwarz-B-Farbung zeigt, sind in den Blastozysten Lipide nur in
gpirlichen Mengen vorhanden. Eine geringe tripfehenartice Anfirbung fand sich im
Bereich der Keimscheibe und des Trophoblasten in gleichméBiger, uncharakteri-
stischer Anordnung.

3.2.2. Fettextraktion nach Baxer zur Kontrolle der Kohlenhydrat-
reaktionen
Die PAS und auch AB werden durch Baxzr-Extration deutlich abgeschwicht,
was auf einen Anteil von lipidlgslichen Substanzen am Ausfall dieser Reaktionen
hinweist. Am Verteilungsmuster (s. unten) dnderte sich durch die Extraktion nichts.

3.2.3. Kohlenhydratreaktionen

PAS 5. Teil I, 8. 166; AB s. Teil I, S. 172; LID-AB s. Teil I, 8. 178; AB-AG s. Teil I,
8.181; HID-AB s. Teil I, 8.184; Verseifung s. Teil 1, 5. 189, Nachweis gebundener NA mit NAase
5. Teil I, S, 194).

Mit diesen Methoden konnte ich an 4 d und 5 d-Keimscheiben eine Polaritéit
nicht erkennen.

In der Umgebung der Keimscheibe findet sich im Trophoblasten ab 5 d p. c.
und deutlicher 6 d p. c. eine PAS-positive und NAase-labile sMS, die meist dentlich
in einem umsechriebenen Bereich des Keimscheibenrandes konzentriert ist. Dieses
Feld ist von der Keimscheibe durch eine Zone schwiicherer Firbung abgesetzt;
6 d p. c. liegt es stets mehr zum Vorderende der Keimscheine hin. Seitlich ist es aber
nie seharf begrenzt, und ich vermag nicht zu sagen, ob man seiner Lage 5 d p. e.
eine Bedeutung beimessen kann.

Die Keimscheibe selbst zeigt eine Verdichtung von PAS-positivem und alciano-
philem Material am Vorderende und in der Mitte ab 6 d p. ¢. Die Verdichtung scheint
mir auf die hier griBere Zelldichte zuriickzufithren zu sein. Die Substanzansammlung
ist ebenfalls, aber weniger deutlich, NAase-labil. Da zu dieser Zeit Vorder- und
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Hinterende der Keimscheibe morphologisch gut zu erkennen sind, erschien mir eine
quantitative Auswertung nicht als lohnend. Durch alkalische Vorbehandlung wird
die AB in jedem Fall verstirkt, am beschriebenen Muster dndert sich dadurch nichts.

Zusammienfassung der Krgebnisse zur Polaritit der Keimscheibe

Eine Polaritit der Keimscheibe vor der morphologischen Differenzierung von
Vorder- und Hinterende ist bei der Untersuchung von Kohlenhydrat- und Lipid-
Substanzen nicht nachweisbar. Die Bedeutung einer lokalen Aggregation von Sialo-
muzin im Trophoblasten der Keimscheibenumgebung ist nicht sicher. Die Blasto-
zyste ist arm an Lipiden.

4. Entwicklungsphysiologische Diskussion der Ergebnisse

41. Die Polaritidt der Oozyte

Die zytochemische Analyse der frithesten Entwicklungsstadien beansprucht das
besondere Interesse des Entwicklungsphysiologen, da in der Oozyte eine riumliche
Ordnung vorgegeben sein mul, wenn sich ein strukturell gegliedertes System daraus
entwickeln soll. Entwicklungsphysiologische Experimente zeigen die Existenz ge-
ordneter ,,Faktorenbereiche* oder ,,Zentren® (vgl. SepeL 1936, 1952a, 1960a). In
zytochemischen Untersuchungen ist oft versucht worden, dafiir topochemische Kor-
relate zu finden (s. die Arbeiten von Davcg, MuLNarDp, ALBERTA JONES-SEATON).

- Versuche zur Lokalisierung innerhalb des Zytoplasmas sind aber mit einer besonderen

Problematik behaftet. Wegen der Bedentung, die diese Problematik auch fiir die
Analyse von Furchungsstadien besitzt, soll sie hier an Hand eigener Beobachtungen
an Oozyten kurz besprochen werden.

Fixiert man ein Ovar mit FAE, go sicht man auf dem Paraffinschnitt von Se-
kundiir- und Tertisirfollikeln (s. Abb. 20) die Zona auf der oberflichennahen Seite,
d. h. der Seite, von der die Fixierungsmittelfront heranriickte, meist aufgelost. Beim
Strecken entsteht hier leicht ein Spalt. Dieser Effekt wurde auch von Darcg, dessen
Schule FAE viel verwendet hat, beobachtet (Darcq 1951) und auf eine partielle
Losung der sMS der Zona durch das Fixierungsgemisch zuriickgefiihrt. Im Zyto-
plasma findet man an der zur Mitte des Ovars gelegenen Seite oftmals eine stiirkere
Firbung mit dem Maximum unter dem Plasmalemm. Dies tritt bei verschiedenen
Firbungen, sofern sie iiberhaupt das Plasma tingieren, ein (cigene Beobachtungen
nach HgBPB und Hale; vgl. Abb. 20). Die ziemlich konstante Lage dieser stéirker
gefirbten Zone zum Zentrum des Gewebsblocks hin muB} zur Frage veranlassen, ob
eg sich hier nicht um ein Artefakt handelt, insbesondere unter Beriicksichtigung
dessen, was eben iiber die Zona gesagt wurde. FAE als alkoholisches Fixierungs-
gemisch vermag ganz sicher zu Polarisationserscheinungen zu fiithren, wie sie am
besten von der Alkoholflucht des Glykogens bekannt sind: Stark hydrophile und im
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Abb. 20. Ovar, Sekundirfollikel. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 230 x . Stiirkere Anfirbung des
Zytoplasmas der Eizelle im auf dem Bild unten gelegenen Abschnitt. Die Zona ist auf der ober-
flichennahen Seite (in der Abbildung oben) artefiziell gelost.

Zvtoplasma einigermalien leicht diffusible Substanzen weichen vor der heran-
riickenden Alkoholfront aus und sammeln sich in dem der Front abgewandten Teil
der Zelle an. Umgekehrt verhalten sich lipophile Substanzen.

Dareq allerdings meint, dall zwar PAS-positives Material, nicht aber baso-
philes Material verlagert wird (Davco 1951, 1955). Er verweist auf die Ergebnisse
von Beobachtungen an unfixierten (,,in-vivo-Metachromasie™) und isoliert fixier-
ten Eiern. Ich habe ebenfalls einige einzellige Eier isoliert mit FAE fixiert, und
zwar Oozyten, die ich durch Anstechen grofier Graafscher Follikel gewonnen hatte,
sowie Vorkernstadien besamter Eier. Letztere stammten von einem Tier, das unge-
wohnlicherweise noch 25 h p. e. Vorkernstadien zeigte. Einige Oozyten habe ich mit
FAE bzw. mit Glutaraldehyd-Ca fixiert, mit HID-AB auf sMS gefirbt, in Alkohol
entwéssert, von der Corona mechanisch befreit und in Xylol aufgehellt. Wie beim
Drehen des Eies in allen Fillen deutlich wurde, war eine Seite stirker. und zwar in
mehr blauen Tonen, gefirbt.

Auf Paraffinschnitten, die ich von anderen gleichartig gewonnenen Kiern her-
gestellt habe, war mit gleicher Fiarbung im Zyvtoplasma nicht recht eine Polaritiit
zu erkennen.

Allerdings war meist die Zona nicht allseits gleich dick. Ob sie auch in vivo nicht
gleichmiBig gestaltet ist. vermag ich nicht zu sagen. Jedenfalls macht ein ungleich-
miBiger Durchmesser der Zona eine Analyse von in toto préparierten Oozyten
bei Kohlenhyvdratnachweisen meines Erachtens praktisch unmdoglich, da ihre Fiir-
bung bei weitem die des Plasmas iibertrifft.

Auch mit der Interpretation von Schnitthildern méchte ich einstweilen zuriick-
haltend sein, was die Feststellung einer Polaritit anbelangt. Auf Schnitten von
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Abb. 21. Keim 25 h p. c., retardiertes Vorkernstadium. FAE, Paraffinschnitt, HegBPB. 260x.
Drei Schnitte aus der Serie von einem Ei. In den Abb. 21a und ¢ ist der unten gelegene Teil des
Zytoplasmas etwa stirker gefiirbt.

FAE-fixierten ungefurchten Eiern kann man nach HgBPB und Hale oft durchaus
stirker gefiirbte Zytoplasmapartien erkennen (vgl. Abb. 21 a, ¢). Thre Lage zu der
durch die Lage des Kerns gegebenen Hauptachse ist aber bei den verschiedenen
Eiern nicht ganz konstant. Wenn iiberhaupt Polarisationserscheinungen als Fixie-
rungsartefakt auftreten kinnen, so ist auch die Fixierune eines isolierten Eies nicht
ein sicheres Mittel, sie villig zu verhindern, Man wird kaum damit rechnen kénnen,
dal} das Fixans wirklich exakt gleichmiiBig von allen Seiten her eindringt. Wenn tat-
siichlich die Zona nicht allseits gleich dick ist, so wird es Stellen bevorzugter Penetra-
tion des Fixierungsgemisches geben. Zudem sinkt das Ei auf den Boden des Fixie-
rungsgefilies nieder, und hier ergibt sich infolge des austretenden Wassers zwangs-
liufig eine Schichtung. Auch durch mechanische Umwiilzung der Fixierungsfliissig-
keit wird sich dieses nicht ganz vermeiden lassen. Da der Schwerpunkt des Eies
sicher nicht genau im geometrischen Zentrum liegt (bei reifen Oozyten schon wegen
der exentrischen Lage des Kernes nicht), so wird es eine Tendenz des Eies geben,
sich im Fixierungsgemisch in bestimmter Weise in Richtung zam Gravitationsfeld
zu orientieren. Auch eine Drehung innerhalb der Zona ist bei reifen Eiern moglich.
Zusammen mit einer Schichtung des Fixierungsgemisches (evtl. innerhalb der Zona)
kinnte es sogar zu konstant lokalisierten Polarisationserscheinungen kommen. Dies
gilt sicher besonders fiir den Fall der Verwendung alkoholischer Fixierungsmittel.
Aber es ist nicht einzusehen, warum nicht auch wiiBrige Losungen in gewissem Aus-
malj dhnliche Effekte erzeugen kinnen. Daher méchte ich jeder zytochemischen
Analyse in toto fixierter oder gar in toto gefirbter Eier skeptisch gegeniiberstehen,
auch wenn spiiter nur die Ergebnisse von Schuitthildern verwandt werden.

Es ist zu hoffen, dal andersartige Priiparationsverfahren Ergebnisse bringen,
die durch diese Vorbehalte nicht belastet werden (vel. 8. 284).

15 Zool. Jb, Physiol. Bd. 75
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4.2. Polyspermieblock beim Kaninchen:

Substanzen des perivitellinen Spalts und Reaktionen der Zona

Der Vergleich von ungefurchten, besamten bzw. unbesamten Eiern bringt
einen auffiilligen Befund in der Substrathistochemie: Im Zusammenhang mit der
Impriignation tritt im perivitellinen Raum eine sMS auf; sie fehlt bei unbesamten
Eiern (Teil I, Abb. 18). Beim Kaninchen vermigen, im Gegensatz zu anderen Arten,
sehr viele Spermien die Zona zu durchdringen und in den perivitellinen Raum zu
gelangen. Hier kommt eine ,,Zona-Reaktion* als Polyspermieblock nicht in Frage
(vgl. BRaADEN u. a. 1954; Anams 1955). Eine solche Zona-Reaktion gibt es bei Schaf,
Hund und Hamster, bei denen nur ein Spermium durch die Zona hindurchtritt, und,
weniger ausgeprigt, bei Ratte und Maus (BRADEN u. a. 1954; Austin 1956).

Allerdings sieht man beim Kaninchen in Furchungsstadien immer Spermien in
der Zona, d. h. sie vermochten die Zona nicht ganz zu durchdringen. Dies muf} frei-
lich nicht Zeichen einer Reaktion der Zona sein. Gewisse histochemische Ver-
dnderungen der Zona sind nach der Besamung, besonders einige Stunden da-
nach (14 h p. ¢.), zu beobachten. So tritt eine stark AB- und Hale-positive innere
Grenzschicht auf (Teil I, Abb. 26). Eine dufiere Grenzschicht ist bei besamten Eiern
stets stark Hale-positiv, bei unbesamten in vergleichbarem MaB erst nach alkalischer
Vorbehandlung (Teil I, Abb. 18, 25, 26).

Uber die Bedeutung dieser diskreten Verdnderungen kann man zur Zeit nichts
Sicheres sagen, zumal vergleichbare Untersuchungen an Arten mit bekannter Zona-
Reaktion fehlen. Nicht entschieden ist, ob man beim Kaninchen von einer ange-
deuteten und spiit eintretenden Zona-Reaktion sprechen kann. Wenn hier die Zona
den Spermien bis zum Beginn der Auflagerung der Mukoproteidschicht 16 h p. c.
unbegrenzt Durchtritt gewihrt (BRADEN u. a. 1954), so muB der Polyspermichlock
im Bereich des perivitellinen Spalts oder der Eizelloberfliche lokalisiert sein. Iis liegt
nahe, die im perivitellinen Raum auftretende sMS damit in Zusammenhang zu
bringen.

Die Eizelloberfliche zeigt in meinen Bildern ebenfalls nach der Besamung eine
sMS (Teil 1, Abb. 26). Sie verhiilt sich histochemisch wie die des perivitellinen Spalts,
und es ist fraglich, ob beide nicht nur artefiziell durch die Schrumpfung der Objekte
voneinander getrennt sind. Die folgenden Erérterungen sollen daher fiir beide gemein-
sam gelten.

Eine Abgabe von sMS in den perivitellinen Spalt bei der Besamung ist
vor allem von Seeigeleiern bekannt. Sie wird auch hier in einen Zusammenhang mit
dem Polyspermieblock gebracht (Moser 1939a und b; RunnsTrom 1949, 1952:
RoTtuscHILb und Swany 1951 ; Isurtnara 1964). Fiir die Eier von Fischen sind sehr
dezidierte Vorstellungen hinsichtlich der Abgabe soleher Substanzen von DETTLAFE
(1962) entwickelt worden; sie sollen von einem ,hydrophilen Kolloid** des Hies ab-
stammen und auch hier eine Bedeutung fiir den Polyspermieblock haben. Bei ande-
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ren Tieren wird vor allem an eine Herkunft von den Cortexgranula des Eies gedacht,
die ihren Inhalf in den perivitellinen Spalt entleeren (vegl. Ausrin 1963, 1965; See-
igel: Moser 1939a und b; Runnstrom 1949 und 1952; Nereis: PastEeLs 1966;
Farron und Avstiv 1967; Frosch: WArRTENBERG 1956; RosEnBaum 1958; HeEBARD
und Herorp 1967; Kemp und Istock 1967). Cortexgranula wurden auch bei Siugern
beobachtet und in dhnlicher Weise gedeutet (Hamster: Austix 1956, SzoLLost 1967;

| Kaninchen: Avstin 1963, Hapek 1965, Kravskorr 1967; Ratte: Szorrost 1967).

Lichtmikroskopisch und férberisch sind sie allerdings kaum zu erkennen.

Hinweise auf biochemiseche Grundprozesse des Polyspermieblocks
vermogen nur wenige der vorliegenden Beobachtungen zu geben. Sie betreffen in
erster Linie die Zona-Reaktion, geben aber vielleicht auch Denkmoglichkeiten hin-
sichtlich der Funktion der Substanzen des perivitellinen Raums. So ist nach der
Besamung die Zona resistenter gegeniiber Proteolyse (Maus: SmirnBERG 1953,
Mintz 1965b; vgl. Seeigel: Runnstrom 1948) und starrer (Maus: Minrtz 1965b,
Kirey 1965b; vel. Fische: Winniexkr 1967, Winnickr und Barren 1967). Nach
Zoriw (1961) wird bei Fischen ein Enzym in den perivitellinen Spalt abgegeben,
das die Hillen hiirtet. Diese Beobachtungen lassen sich gut vereinen mit der Vor-
stellung, dab geladene Gruppen, z. B. saure Gruppen von MS, dabei eine Rolle spielen.
So ist auch ein Effekt von Ca** deutlich. Es vermag die Zona-Reaktion der Ratte
riickgiingig zu machen (P1go 1967). sMS spielen sicher eine Rolle bei der Bindung
der Spermien an das Ei (RunnstroM 19562; Axera 1967; zu einem , Fertilisin® der
Siunger vgl. Bisnor und TyLer 1956). Auch mogen sie eine weitergehende Bedentung
tiir die Physiologie der Spermien haben (reichlicher Gehalt des Nebenhodens an

 Sialinséduren s. Pryre und Larorre 19662 und b). Nach Abspaltung der NA der

Zona ist eine Penetration der Spermien nicht mehr moglich (Soupart und CLEWE
1956 s. Risse 1967).
Damit stellt sich die Frage nach den biochemisehen Leistungen der Sper-

| mien bei der Penetration. Das Akrosom enthilt eine Reihe von Enzymen, die fiir

diesen Vorgang eine Bedeutung haben mogen (Dickmann 1965; Austin 1960). Der
Hyaluronidase ist lange Zeit Aufmerksamkeit gewidmet worden. Sicher vermag sie
die Interzellularsubstanz des Cumulus zu hydrolysieren, doch besteht eine strenge
zeitliche Korrelation zwischen Besamung und Zertrenung des Cumulus nicht (Austin
1948). (Die Zona ist stabil gegeniiber Hyaluronidase, s. u.) Ahnlichen Verhiltnissen
begegnen wir beim Seeigel (vgl. Taxasurma u. a. 1955), bei dem die Gallerthiille
Hyaluronidase-labil ist. Nach diesen Autoren wird die Erfolgsquote der in-vifro-
Besamung bei Zugabe von Hyaluronidase erhéht. Noch eine Anzahl weiterer Hydro-
lasen enthiilt das Akrosom: Proteolytische Enzyme (Kaninchen: SrivasTava u. a.
1965; Triturus: BuonGrorNo-NARDELLI und Berrorint 1967), g-Glukuronidase
(Triturus: Buonerorno-NarperLrLr und Berrovint 1967). Sollten proteolytische
Enzyme eine Funktion bei der Penetration haben, so darf man wohl der Tatsache
18%
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Bedeutung beimessen, daB saure Gruppen den sMS Resistenz einer Proteolyse gegen-
iiber verleihen (vgl. die Erdrterungen zur Auflosung der Keimhiillen S.294). Die Zona-
Reaktion konnte mit Verdinderungen dieser sauren Gruppen einhergehen.

Ein klares Bild von den Vorgéingen, die der Penetration der Spermien durch die
Zona und der Zona-Reaktion zugrunde liegen, lifit sich aber heute noch nicht ent-
werfen. Um so mehr muB daher auch die Erdrterung einer evtl. Bedentung der sMS
des perivitellinen Raums spekulativ bleiben. Diese Substanz erweist sich in den histo-
chemischen Tests als stark schwefelsiureesterhaltig. enthilt aber auch NA; sie rea-
giert in der PAS nur schwach (Glykogen. wie Voss 1963 beim Frosch, konnte ich
nicht entdecken). Damit kommt sie in ihren Eigenschaften Keratosulfaten nahe.
Keratosulfate sind sehr resistent gegeniiber Proteolyse (MEYER u. a. 1967). Sie ist
andererseits aber Hyaluronidase-labil (zumindest eine Komponente von ihr), was
nicht zur Charakterisierung als Keratosulfat paBt. Damit unterscheidet sie sich von
der Zona und gleicht der Interzellularsubstanz des Cumulus. Nach TAKASHIMA u. a.
(1955) liBt sich die Substanz der hyalinen Schicht des besamten Seeigeleies auch
durch Hyaluronidase (von Seeigeln) spalten (wie die Gallerthiille).

Auffiillig ist der Befund, dafi die besprochene Substanz im perivitellinen Spalt
auch bei unbesamten Eiern zu finden ist, sofern diese osmotischen Schocks (Fixie-
rung in Formol-Ca-Acetat 29) oder Temperaturschocks ausgesetzt worden sind
(Teil I, S.168). Eine spezielle schnellwirkende und schonende Fixierung ist notwendig,
um den perivitellinen Spalt unbesamter Eier frei zu erhalten. Dies laBt an eine Be-
zichung zwischen Entwicklungsanregung, die durch dhnliche Schocks moglich
ist, und dem Auftreten der Substanz im perivitellinen Raum denken. In
atretischen Follikeln des Kaninehen-Ovars fand ich im Gegensatz zu normalen Fol-
likeln oft eine solehe Substanz. Andererseits sieht man hiufig Eier, die &hnlich wie
Furchungsstadien fragmentiert sind (vgl. Burkr 1962; Vazquez-Nix und SoTELO
1967). Andererseits weisen viele Befunde darauf hin, daf eine strenge Bezichung
zwischen der Entwicklungsanregung auf der einen Seite und dem Auftreten der sMS
im perivitellinen Raum (mit Verschwinden der Cortexgranula bzw. dem Auftreten
des Polyspermieblocks) durchaus nicht besteht (vgl. RUNNSTROM 1948, 1952; AusTIN
und BrapeEN 1954: Baratcrox 1906: Cuanc 19556b; Iwamarsu 1967). Es wiirde
sich lohnen, die Beziehungen zwischen diesen beiden Prozessen weiter zu verfolgen;
die Beobachtbarkeit der AusstoBung der sMS des perivitellinen Raums beim Kanin-
chen kann dabei vielleicht Hilfe leisten.

4.3. Die Differenzierung der Blastomeren in der
Furchung und Blastozystenbildung
Bei der Furchung wird nach den entwicklungsphysiologischen Experimenten
von SEIDEL (1952a, 1954, 1960a) die Eizelle des Kaninchens in Blastomeren zerlegt,
deren Bildungspotenzen unterschiedlich sind. Gestaltliche Unterschiede zwischen den

hn
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Blastomeren lassen sich am lebenden Keim und an nach Routinemethoden herge-
stellten Schnitten nicht erkennen (vgl. Teil I, Abb. 4, 5). Mit speziellen Methoden
kann man solche Unterschiede aber demonstrieren (8. 2481, ; Abb. 1). Dariiber hinaus
sind die Zellen offenbar verschieden stark beladen mit Protein (S.261), RNS (8. 265)
und in dlteren Furchungsstadien auch Glvkogen (S. 262). Diese Unterschiede sollen
hier hinsichtlich ihrer Aussagekraft und Bedeutung diskutiert werden.

Die anf den Seiten 200—261 dargelegten Befunde, die ich an FAE-fixierten und
mit HeBPB gefiirbten Schuitten erhoben habe, michte ich zuniichst als rein morpho-
logische Analvse verstehen. Sie sollen die von vax Bexepen (1875, 1880), AssueTox
(1895a) und GreGory (1930) angestellten Beobachtungen ergéinzen.

Van Bexepen (1875, 1880) war zu dem Schlufy gekommen, dafi im Tubenei die
Blagtomeren nicht gleichgestaltet und auch nicht gleichwertig seien. Der etwa 3 Tage
alte Keim. sofern noch in der Tube, besitzt nach ihm 2 Populationen von Zellen
(s. Abb. 22): Kine einfache Lage mehr gestreckter Zellen bedeckt einen Haufen
zentraler Blastomeren. Die Bedeckung ist nicht vollstindig. Es verbleibt eine Liicke,
durch die die innere Masse mit dem perivitellinen Raum in Verbindung steht. Die
hier liegenden Zellen sind im Gegensatz zu der einhiillenden Zellpopulation mit ihrer
Lingsachse radiir ausgerichtet (vgl. Abb. 22a). Alle inneren Zellen nehmen bei
Osmium-Fixierung eine braune Firbung an, die sie von den duberen unterscheidet,
Das Zvtoplasma der duberen Blastomeren zeigt eine klare, kaum granulierte Zone
an der Grenze zu den inneren Zellen: diese Zone macht die Grenze besonders deutlich.
Die Zellgrenzen der idulieren Zellen lassen sich durch Versilberung gut darstellen,
die der inneren nicht, auch dort nicht, wo sie an die Oberfliiche des Keimes reichen.
Unmittelbar nach Ubertritt des Keimes in den Uterus schliefit sich, vax BENEDEN
zufolge, die Liicke in der Kappe der éduBeren Zellen. Gleichzeitig tritt ein Spalt auf
zwischen dulleren und inneren Zellen. Mit seiner VergroBerung erfolgt die Umwand-
lung des Keims in eine Blastozvste.

a b

Abb. 22. Reproduktionen aus: van BeNepex 1880.
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Van Bexepex hat grundsitzlich Totalpriparate der Furchungsstadien unter-
sucht. Er beobachtete im unfixierten Zustand und nach Fixierung mit Osmiumséure
und anschlieBend Miillerscher Fliissigkeit, einer wéiirigen Kaliumbichromat-Natrium-
sulfat-Losung. Einige K eime behandelte er anstatt dessen mit Silbernitrat. Féirbungen
(Carmin, Pikrocarmin) spielten eine untergeordnete Rolle.

Die Tatsache, dali vax BENepeN Schnitte nicht untersucht hat, forderte natiir-
lich die Kritik heraus. Assugron (1895a) untersuchte die Frithstadien der Kaninchen-
entwicklung erneut. Er beobachtete sowohl Totalpriparate als auch Paratfinschnitte.
Auf diesen Schnitten konnte er in der Regel Blastomerendifferenzen nicht zeigen
und verwarf daher das vax Bexepexnsche Konzept, indem er darauf hinwies, dal} bei
der Betrachtung von Totalpriparaten, wie sie vax BENEDEN durchgefithrt hatte,
die zentralen Zellen eines solchen kugeligen Gebildes im durchfallenden Licht dunkler
erscheinen miissen. Hier erfolgt in der grifieren Schichtdicke natiirlich eine stirkere
Absorption. Dieser Einwand ist sicher richtig. Allerdings gilt er nicht fiir die Be-
trachtung optischer Schnitte der Liicke der duBeren Blastomeren, die vax BENEDEN
besonders eingehend beobachtet und beschrieben hat. Hier werden der Lage nach
einander entsprechende Zellen verglichen. Andererseits hat Assuerox leider offen-
bar nicht genan die Fixierung vax BexEpENS angewandt. Er gibt Perenyi, Osmium-
siure, Pikrinsiure, Flemming, Hermamm, Chromsidure und Silbernitrat an, nicht je-
doch Miiller, auch sagt er nicht, ob er die van Benedensche Sequenz Osmiumsiure-
Bichromat-Gemisch gepriift hat. Die meisten der von ihm abgebildeten Schnitte
entstammen Keimen, die mit Perenyi fixiert worden waren, einem schwach alkoho-
lischen (309,) Salpetersiiure-Chromséure-Gemisch. Der Rest war mit Silbernitrat
behandelt. Gefirbt wurde mit Pikrocarmin und Boraxcarmin. Nur in einem Keim
der untersuchten Furchungsstadien sah er (3 d p.ec.) eine deutliche Blastomeren-
differenz; die inneren Zellen waren schwiécher gefirbt (Fig. 18 und 19 von ASsHETON,
s. Abb. 23 a). Auf beiden Schnitten reichten helle Zellen an die Oberfliche, aber an
entgegengesetzten Seiten. Bei einem élteren abgebildeten Stadium (77 h p. e., Fig. 21
von AssHETON), bei dem schon eine Andeutung der Blastozystenhdohle zu erkennen
war, fand er helle und dunkle Zellen ohne Regel durcheinander gemischt. Auf einem
Schnitt eines mit Silbernitrat behandelten Keims zeigt er eine Zelle, die nach ihrer
etwas versenkten Lage und der radidren Ausrichtung ihrer Lingsachse den bei vax
BeNEDEN in der Liicke der duBeren Blastomerenkappe liegenden Zellen entsprechen
konnte (s. Abb. 23b, Fig. 20 von AssueTox). Die groBe Varianz seiner Befunde zur
Zellgestalt und die Unmdglichkeit, reproduzierbar féirberische Differenzen der Blasto-
meren zu zeigen, fiihrten ihn zur Anlehnung der van Benedenschen Ausfiihrungen.
Seine Bilder der Blastozystenstadien sind allerdings klarer. Im friihesten Stadium
fand er an der Oberfliche des Embryonalknotens vollig unregelméliig gestaltete
Zellen, die zum Teil radidr gestellt waren und sich wie die Masse der Embryonal-
knotenzellen stirker als die Trophoblastzellen anfirbten (PerExyI, Boraxcarmin)

=1
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Abb. 23. a—e) Reproduktionen aus: Assnerox 1895a; f) Reproduktion aus: Grecory 1930,

(Fig. 22 AssHETONS, s. Abb. 23¢). Im weiter entwickelten Stadium mit schon grolerer
Blastozyvstenhihle war dagegen der Embryonalknoten von einer diinnen Rauberschen
Decksehicht bedeckt, die sich wie der Trophoblast firbte (Perenyi, Pikrocarmin)
(Fig. 24 von AssHETON, s. Abb. 23d). Diese Befunde sollen weiter unten noch genauer
diskusiert werden.

GreGORY (1930) untersuchte wiederum sowohl Totalpriparate als auch Paraffin-
schuitte. Er fixierte vor allem mit Bouin-Allen, weniger mit Gilson (Sublimat-
Alkohol-Salpeterséiure-Eisessig), Perenyi, Zenker und Pikrin-Schwefelsiure. Die
Firbung erfolgte meist mit Delafields und Ehrlichs Hamatoxylin. Férberische
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Differenzen zwischen den Blastomeren sah er erst am Ende der Tubenwanderung
des Eies; die Trophoblastzellen erschienen etwas heller. Eine morphologische Diffe-
renz beschreibt er aber ab 47 d p. ¢. (17 Zellen): An der Eiperipherie liegen abge-
plattete Zellen, und diese benennt er als présumptive Trophoblastzellen (vgl. Abb. 231,
Fig. 25). Uber die Herkunft dieser verschiedenen Zellpopulationen vermag er nichts
auszusagen. Vor allem kann er nicht entscheiden, ob sie von einer bestimmten der
zwei ersten Blastomeren abstammen, obwohl ja Unterschiede der ZellgroBe in den
ersten Furchungsstadien regelméBig zu beobachten sind, was auch schon AssuEToN
beschrieb.

In Gegeniiberstellung der Beobachtungen dieser drei Autoren mit meinen
Ergebnissen mochte ich zuniichst sagen, daB ich, als ich meine Priparate zur
Blagtomeren-Differenz anfertigte, die Arbeiten von van BeNEDEN nicht kannte und
gerade die von AssuETON las. Um so eindrucksvoller wurde fiir mich die in vielen
Punkten sehr gute Ubereinstimmung meiner Bilder mit der Schilderung vax BENE-
pENS von 3 d-Keimen (vgl. Abb. 1d mit Abb. 22a). Die Deutung, die vaN BENEDEN
seinen Befunden hinsichtlich der prospektiven Bedeutung der beschrichenen Zellen
und von Homologien gab, ist zwar in den meisten Punkten iiberholt und soll hier nicht
diskutiert werden. Bemerkenswert ist aber die Gleichheit der Einzelbeobachtungen:
Die siuBeren Zellen sind in der Tangentialen gestreckt. Sie zeigen ein an der Grenze zu
den inneren Zellen besonders beschaffenes Zytoplasma. In meinen Schnitten ist es
dort stiirker gefirbt. Diese Ubereinstimmung darf vielleicht als Argument dafiir
gelten, daB hier nicht ein durch das alkoholische Fixierungsmittel FAE verursachtes
Artefakt vorliegt, denn van BENEDEN fixierte in wiBrigen Flitssigkeiten. Die inneren
Zellen stehen bei vaN BENEDENS und meinen Bildern an einer Stelle mit dem peri-
vitellinen Spalt in Verbindung und sind hier mehr radiir gestellt. Sie zeigen ein
anderes firberisches Verhalten als die duBeren Zellen. Die stoffliche Grundlage der
firberischen Differenzen soll weiter unten diskutiert werden. Auf der morpholo-
gischen Seite kommt nach meinen Beobachtungen hinzu ein Unterschied in der
Stellung der Kerne, die sich wie die Zellen ausrichten. Die gestreckte Gestalt der
duBeren Zellen wurde auch von GrReEGorY beobachtet. Damit scheint mir eine Diffe-
renz zwischen den Blastomeren in Furchungsstadien grundsitzlich gesichert zu sein,
vor allem, da ich die von mir gezeigten firberischen Differenzen regelmibig mit den
gestaltlichen Differenzen korreliert sah.

Die Blastozystenhihle entsteht an der Grenze zwischen den duBeren, in meiner
Firbung dunklen, Zellen und den inneren, nach HgBPB hellen.

Die dunklen Zellen sind die prisumptiven Trophoblastzellen, die
hellen die prasumptiven Embryonalknotenzellen.

Die GréBe der von den duBeren Zellen nicht bedeckten Fliche ist nach meinen
Befunden sehr variabel. Eine vollkommene Bedeckung habe ich bei Tubenkeimen
nie gesehen. Nach van Benepex wird die Bedeckung vollstindig, sobald der Keim
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im Uterns angekommen ist. Zu diesem Punkt kann ich auf Grund der eigenen Be-
funde nur wenig Exaktes beisteuern: Einen genauen Zeitpunkt vermag ich nach
meinen Bildern nicht anzugeben, da zwar bei Tubenkeimen 3 d p. c. diese Liicke
noch vorhanden und bei der 4d-Blastozyste durch die Raubersche Deckschicht ge-
schlossen war (vgl. auch Teil I, Abb.7), 3d 8h p. c. aber Liicken in dieser Be-
deckung nicht sicher auszuschliefen waren (vgl. Abb. 1e). Die Bilder von ASSHETON
(s. Abb. 23) scheinen mir zusammen mit den meinen (s. Abb.13, 1e) dafiir zu sprechen,
daB die Bedeckung noch einige Stunden nach Eintritt des Keims in den Uterus und
nach Beginn der Bildung der Blastozystenhéhle erfolgen kann. Diese Vorstellung
paBt auch besser zu der Varianz in der GroBe der unbedeckten Fliche 3d p. c., die
meine Bilder zeigen (Unterschiede von Keim zn Keim im Zeitpunkt der vollstéindigen
Bedeckung beobachtete ebenfalls MuLNarp bei der Maus 1967).

Die Frage nach der Herkunft der zwei Kategorien von Blastomeren
in den frithesten Furchungsstadien ist trotz dieser Befunde schwer zu beantworten.
Das fritheste Stadium, in dem ich eine Blastomerendifferenz bei Anwendung beider
Kriterien, dem der Firbungsintensitit und dem der Gestalt und Lage, einwandfrei
erkennen konnte, ist das 8-Zellen-Stadium 35 d p. c. (s. Abb b). Es liegt sehr viel
frither, als von GreGory angegeben. Abb. b darf man wohl so deuten, daf hier eine
helle Zelle, eine priisumptive Embryonalknotenzelle, im Begriff ist, von dunklen
prisumptiven Trophoblastzellen (unvollstindig) umgeben zu werden.

Die Abplattung der duBeren Zellen, die hier erstmalig sichtbar ist und die
sich auch erhiilt, scheint mir dafiir zu sprechen, daf diese sich auf der Oberfliche
der hellen ausbreiten.

Die Tendenz zu einem solchen Verhalten besteht offenbar schon sehr frith. Wie
CoLE u. a. (1965) beobachteten, scheiden sich die Blastomeren schon friiher Fur-
chungsstadien in der Gewebekultur in zwei Populationen: Zellen, die sich abplatten
(,,Trophoblasttyp*), und solche, die sich abrunden. Auffillig ist, dali das jiingste
Stadium, von dem diese Autoren Zellinien vom Trophoblasttyp erhielten (4—8 Zel-
len), das gleiche ist, in dem sich die Blastomerendifferenzen im Sehnitt gut heraus-
heben. Schon Hzellige Keime ergeben auffillige firberische Blastomerendifferenzen.
Vom 8—Zellen-Stadium an werden diese Differenzen sehr viel klarer, und es wird
die anfangs abgestufte Unterschiedlichkeit zu einer alternierenden.

Eine vollstindige Umwachsung der hellen Zellen fand ich bei Tubeneiern nie-
mals. Hingegen kionnen gelegentlich die hellen Zellen auch an 2 getrennten Orten
mit dem perivitellinen Spalt in Verbindung stehen (vgl. S.256, 269). Von MuLNarp wird
nach seinen Filmaufnahmen der ProzeB der Umwachsung bei der Maus als ein sehr
dynamisches Geschehen geschildert (1967), bei dem die Zellen schnell ihre Gestalt
indern. Dabei ist durchaus denkbar, daB zeitweilig auch Liicken in der Kappe der
einhiillenden Blastomeren auftreten. Andererseits vermag man durch ein bestimmtes
firberisches Verhalten (wie in der HgBPB-Firbung) eine Zelle lediglich nach ihrer
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prospektiven Bedeutung als zur Kategorie der prisumptiven Embryonalknoten-
zellen oder Trophoblastzellen gehorig zu charakterisieren. Die morphologisch in Er-
scheinung tretende Differenziertheit vermag dagegen iiber den Determinations-
zustand nichts auszusagen. s mag auch Umdifferenzierungen geben. Der Keim ist
zu mannigfachen Regulationen fihig (vel. Seiper 1954, Murnarp 1966). Daher
hindern nicht nur technische Schwierigkeiten (beim Keim der Abb. 5 z. B. waren
nicht alle Schnitte auswertbar) daran, exakte Angaben etwa iiber die Zahl der
prisumptiven Embryonalknotenzellen in einem bestimmten Stadium zu machen.
Gerade in den frithen Furchungsstadien findet man immer wieder Zellen, die sich
nicht exakt einordnen lassen, wie beim Keim der Abb. 7, bei dem sich zumindest
drei Kategorien von Zellen, nach der Firbbarkeit beurteilt, finden lassen. Dies gilt
in noch stirkerem MaBe fiir noch jiingere Stadien, bei denen oft geradezu ein Gefille
zu bestehen scheint (vgl. 8. 255).

Auffillig bleibt, dafi bei 45 h-Keimen immer wieder die villig von anderen Blastomeren um-
gebene Zelle (oder Zellen) als am hellsten erscheint, sich also oft auch noch von den iibrigen
LHhellen® Zellen unterscheidet. Vom nichsten untersuchten Stadium an (54 h p. ¢.) konnte ich
derartiges nicht mehr beobachten. Ein solches Verhalten wiirde als ein Hinweis darauf gedentet
werden konnen, dall eine Blastomere oder mehrere ihre Determination zu Stammzellen des
Embryonalknotens durch ihre besonderen Lagebeziehungen erhalten: Sie werden von anderen
Zellen vollig umgeben und geraten damit in ein anderes Milieu (Tarkowskr und WroBLEWSKA
1967, vel. Stuacr 1963, Bearrice MiNtz 1964a, 1965; Mowest und Savrr 1967).

Da ich aber morphologische Unterschiede der Blastomeren normaler Keime,
vor allem die klare Andersartigkeit einiger Zellen, schon in frithen Stadien, bevor sie
von anderen Zellen umgeben sind, feststellen konnte, wird beim Kaninchen zweifellos
eine gewisse Bestimmung des Schicksals der Blastomeren schon friith getroffen. Sie
mag dadurch geschehen, daf bei der Furchung bestimmten Blastomeren ein be-
stimmter ,,plasmatischer Faktorenbereich* zufillt (SemeL 1954 und 1960). Sicher
ist dabei aber eine Reihe von Mdoglichkeiten fiir Regulationen gegeben, noch im
Blastozystenstadium (Semer 1954, Danier 1963). Wie determinativ das Geschehen
in den einzelnen Phasen ist und wieviel Raum jeweils fiir Regulationen bleibt, ist
nur durch weitere gezielte entwicklungsphysiologische Experimente erkennbar (zum
gegenwéirtigen Stand der Diskussion hierzn vgl. MuLyarp 1966, SErpEL 1969).

Morphologische Befunde von anderen Siugern (abgesehen von Nagern, s. u.} liegen
zur Frage der Differenzierung der Blastomeren nur in geringer Zahl vor (Schaf: Assnrrox 1898;
Fledermaus: van Benepex 1899, 1911; Tarsius: Husrecur 1902; Katze: Hint und Trize 1924;
Schwein: Hruser und STREETER 1929; Ziege: AMoroso u. a. 1942). Sie betreffen vor allem
Unterschiede in der ZellgroBe. Asoroso u. a, und Hevser und Srreerer dubiern sehr dezidierte
Anschauungen fiher eine frithe Sonderung von groBen Zellen, die die prospektiven Keimscheiben-
zellen sein sollen. Die prospektiven Trophoblastzellen erscheinen bei thnen anfangs als geschlos-
sene Zellgruppe und nicht als periphere Bedeckung. Hs fehlt aber an anderen Kriterien zur Zell-
unterscheidung als dem der Dimension. Witscar und Graves (1946) beobachteten am Gold-
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hamster, dal dentoplasmatische Substanzen (Sdurefuchsinfirbung) der Furchungsstadien in
der jungen Blastozyste auf die innere Zellmasse beschriinkt seien. Sie machen jedoch keine An-
zabe {iber eine Ableitbarkeit aus bestimmten Blastomeren. Sehr viel mehr Daten existieren dank
der Arbeiten der Dalecgschen Schule iiber die Verhiiltnisse bei Ratte und Maus. Hier sind zahl-
reiche morphologische und histochemische (s. u.) Untersuchungen angestellt worden. Neue Film-
aufzeichnungen der Furchung durch MuLxarp (1967) zeigen ein Umwachsen der prisumptiven
Embryonalknotenzellen durch die prisumptiven Trophoblastzellen. Letztere findern dabei ihre
Gestalt schnell, nehmen aber immer wieder gestreckte Formen an. Die Umwachsung wird voll-
stindig um den Zeitpunkt der Blastozystenbildung. Dabei bestehen von Keim zu Ieim groBe
Unterschiede.

Die histochemische Interpretation der Ergebnisse fillt schwerer als
die morphologische. Der Ausfall der HeBPB-Firbung ist wohl Ausdruck von Unter-
schieden in der allgemeinen Protein- Konzentration zwischen prisumptiven Embryo-
nalknotenzellen und Trophoblastzellen, vielleicht in der Dichte basischer Proteine
(5. 261). Zwar bleiben Vorbehalte bestehen, weil Formol-Fixierung vergleichbare Er-
gebnisse nicht liefert (S. 261). Aber andererseits geben die elektronenoptischen Be-
funde von Curistina Kravskorr (1967) Hinweise darauf, daf} in einer dquatorialen
Zone der Kier, die sich auf eine der ersten Furchungszellen oder beide iibertriigt,
Eiweill enthaltende groBe Vesikel des ER vollstindig fehlen. Dieser Befund kann
eventuell dem der geringen Anfirbung der prisumptiven Embryonalknotenzellen
parallel gestellt werden.

Unterschiede im Gehalt an sMS zwischen den Blastomeren konnte ich nicht
sicher erkennen. Man darf allerdings erwarten, daB Unterschiede in den Eigen-
schaften der Zelloberflichen eine Rolle beim unterschiedlichen Verhalten der Blasto-
meren spielen (Oberfléchenspannung; Art und Dichte der geladenen Gruppen), wo-
bei den sMS dieser Orte und gerade der ubiquitiren NA eine besondere Bedeutung zu-
kommen mag. Auf diese Moglichkeit weist eine Fiille von zellphysiologischen und
feinstrukturellen Untersuchungen (Gareer 1963, 1967; Carter 1965; NORDLING
woa. 1965; Oxapa und Muravama 1966; Rusin 1966; RunnstroM und IMMERS
1966; SHERIDAN 1966; TRELSTAD 1. a. 1966 a und b, 1967; GESNER 1966 ; BEREITER-
Hann 1967; Eacre und Levine 1967; HiLn 1967; Korpax 1967; KraemEr 1967;
Masgr u, a. 1967; Mornar 1967; RamBourG und Lesroxp 1967; Sanxrorp 1967;
TuieLe 1967; Warrers 1967; Werss 1967; WorrerT und GusTtarson 1967; Wor-
PERT und GiNGELL 1968; Yanacipa und Nopa 1967; Yanacrsawa u. a. 1967;
AMBROSE und Forrester 1968). Auch der sMS des perivitellinen Spalts (s. S. 272),
die bis zum Abschlufl der Furchung nachweisbar bleibt, kinnte eine Bedeutung zu-
kommen. Das geringe Auflosungsvermogen des Lichtmikroskops macht es mir aber
unmoglich, detaillierte Aussagen iiber die Verhiltnisse an den Zelloberflichen zu
machen. Ein Ansatz fiir eine Beantwortung der Frage, wie eine Differenzierung von
Zellen hinsichtlich der Eigenschaften ihrer Oberflichen zustande kommen kann,
fehlt bis heute.
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Hingegen scheinen die prasumptiven Embryonalanlagezellen zumindest 45h p.c.
reicher an RNS zu sein als die prasumptiven Trophoblastzellen (S. 265). Auch hier-
fiir liefern die elektronenoptischen Befunde an Zweizellenstadien eine Bestiitigung.
In der eben genannten dquatorialen Zone der Furchungsstadien ist die Anzahl der
Ribosomen bzw. Polysomen gegeniiber den iibrigen Keimpartien etwa um 509,
erhht (Kravskopr 1967, HiLLEBrANDT 1969).

Neutrale Mukosubstanzen sind offenbar fhnlich verteilt wie die Proteine
(S. 263). Glykogen ist in den spiten Furchungsstadien im présumptiven Keim-
material besonders reich vorhanden (8. 262).

Es ergibt sich die Frage nach der Beziehung dieser Befunde zu den Beob-
n.c-htungmi von vAN BENEDEN, AssHETON und GreGory. Von allen drei Autoren
wurden verschiedene Fixierungen verwendet. Die erhaltenen Befunde sind in
mancherlei Hinsicht widerspruchsvoll. Auch ich habe mit verschiedenen Fixie-
rungen unterschiedliche Ergebnisse erzielt: Eine klare Blastomerendifferenz war nur
nach FAE zu beobachten. FAI aber ist von den drei oben genannten Autoren nicht
verwendet worden. Eine Reihe ihrer Abbildungen zeigt zwar Unterschiede in der
Zellgestalt (tangentiale Ausrichtung der prisumptiven Trophoblastzellen, s. Abb.
231), jedoch nicht immer, vor allem fehlt die Koinzidenz von morphologischen
und firberischen Kriterien, die FAE liefert. Manche Fixierungsgemische fiihren zu
einer Abrundung der Zellen, z. B. Bouin. Bei AssrToN zeigt diejenige seiner Fixie-
rungen, die die Zellgestalt am besten erhdlt, ndmlich Silbernitrat (s. Abb. 23b),
firberische Blastomerendifferenzen nicht. Andererseits sind mach der Fixierung,
die solche firberischen Differenzen gut demonstriert, alle Zellen abgerundet (s.
Abb. 23) und zudem voneinander geldst. Fiir das zweifelsfreie Erkennen von Blasto-
merendifferenzen ist eine Fixierung notwendig, die sowohl Zellgestalt und topo-
grafische Beziehungen als auch Unterschiede im Stoffgehalt bzw. der Struktur des
Zytoplasmas zu Gesicht zu bringen vermag. VAN BENEDENS Osmiumsiure-Miiller-
Sequenz hat diese Forderungen offenbar erfiillt, nicht jedoch taten dies die Proze-
duren von ASSHETON und GREGORY.

Fiir eine Beantwortung der Frage, inwieweit die von den verschiedenen Autoren
verwendeten Fixierungsmittel verschiedene Stoffe dargestellt haben mogen, ist
unser Wissen leider noch etwas beschrinkt. Nur einige Denkmiglichkeiten kann ich
diskutieren. Vax BenepeN verwendete Osmiumsédure und eine wélrige Bichromat-
losung (MiLLER). Beides sind Fixantien fiir Lipide (Apams u. a. 1967, PEArsE 1968).
Auch die Beobachtung van BenepENs, daBl die inneren Zellen nach Osmiumséure-
behandlung eine braune Firbung annehmen, mag mit einem besonderen Lipidreich-
tum zusammenhéingen (vgl. PEArRSE 1968). Perenyi, das von AssHETON am ehesten
erfolgreich gefundene Gemisch, enthilt auch Chromséure. Zudem ist es alkohol-
haltig. Alkohol vermag wohl einige Lipide zu extrahieren, wihrend andere erhalten
bleiben. Solche Uberlegungen, daB eine Extraktion bestimmter Stoffe bei der Fixie-
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rung eine Rolle fiir das Zustandekommen der Bilder spielen konnte, habe ich oben
bereits hinsichtlich Glykogen und Protein angefiihrt (s. S. 262f.). Sie miissen durch
weitere histochemische Tests iiberpriift werden.

Von Davce und Mitarb. ist seit vielen Jahren eine Reihe von histochemischen
Untersuchungen durchgefiihrt worden, und zwar vorwiegend an Ratte und Maus.
Sie werden mit morphologischen Beobachtungen und Ausschaltungs-Experimenten
(Murnarp 1965) korreliert. Auf diese Ergebnisse soll hier nur kurz verwiesen werden
(vgl. dazu Davcq 1951, 1954, 1955, 1956, 1959, 1962, 1965; Izquirrpo 1954, 1955;
MuLNarp 1955, 1965; Murnarp und Darcq 1955). Bei der Ratte existiert danach
in der Oocyte eine peripher im Zytoplasma gelegene Basophile Zone; hier ist RNS
besonders konzentriert. Wihrend der Furchung fillt diese Zone nur einigen Blasto-
meren zu. Diese sind meist kleiner und werden von den iibrigen, gréBeren Blastomeren
umwachsen. Von diesem Moment an beginnt eine starke RNS-Synthese in den inne-
ren Zellen (vgl. Siracr 1963, MonNgst und Savrr 1967), so daB ihr im Vergleich zu
den &ulieren Blastomeren groBerer RNS-Reichtum noch stirker ins Auge fillt. Die-
jenigen Zellen also, die das Material der Basophilen Zone erhalten, sind besonders
RNS-reich, werden zu den inneren Zellen und bilden den Embryonalknoten. Saure
Phosphatase verhilt sich ganz dhnlich wie die RNS und gibt eine noch deutlichere
Markierung. Alkalische Phosphatase tritt in den inneren Zellen auf, sobald sie um-
wachsen sind. Saure Mukosubstanzen verteilen sich im ungefurchten Ei meist regel-
los im Zytoplasma. Bei der Reifung sind sie zu einer kortikalen Zone aggregiert.
Spéter finden sie sich diffus in den kleinen Blastomeren, wiihrend sie in den ein-
hiillenden Zellen in Form relativ grober Granula sich peripher und bis zum Kern
hin anordnen. Sie verschwinden dann aus diesen (MuLNArD und Darcq 1955). Gly-
kogen lagert in den einhiillenden Zellen etwas reichlicher. Es konzentriert sich nach
der Umhiillung auf den zum Zentrum des Keimes hin gelegenen Zytoplasmateil. In
den inneren Zellen liegt es gleichmifig verteilt (MurL~varp und Davog 1955). Plasma-
logene Substanzen sind dhnlich wie die sMS lokalisiert.

Die Maus zeigt grundsitzlich dhnliches, doch in den frithesten Stadien weniger
klar (vgl. MuL~arD 1965). Ein Vergleich dieser Befunde mit denen, die ich hier vor-
lege, ist von den methodischen Voraussetzungen her wohl einigermaBen maglich.
Zwar habe ich nicht totale Keime untersucht, wie in der Dalegsehen Schule iiblich,
sondern Schnitte. Ich habe aber die FAE-Fixierung von dort iibernommen. In der
Art der Fixierungsmedien, die Davrcg giinstig fiir die Darstellung von Blastomeren-
differenzen fand, bestehen Beziehungen zu denen, die auch in den élteren Kaninchen-
arbeiten erfolgreich waren: Osminmséure (vgl. auch TonpEUR 1961), Bichromat
(Zenker), alkoholische Gemische (FAE, Carnoy) (fiir die Erhaltung der in-vivo-
Metachromasie auch ein Sublimatgemisch, s. Tzuierpo 1954). Tn meinen Befunden
von der Hale-Reaktion mag, auch hinsichtlich der intrazelluliren Verteilung (vgl.
Abb. 19a), eine echte Ubereinstimmung mit den Dalegschen Angaben iiber die RNS-
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Verteilung bei der Ratte liegen. Beziiglich des Glykogens besteht ein gewisser Wider-
spruch, da ich in spiiten Furchungsstadien die inneren Zellen reicher daran fand
(ebengo THoMsoN und BrinsTeER 1966 bei der Maus). Hier mogen Unterschiede der
Fixierung eine Rolle spielen (MurLxarp und Darcq 1955 verwendeten Bouin-TCE).
Die erhaltene intrazellulire Verteilung war dhnlich. Die Befunde der Dalegschen
Schule kann ich fiir die sMS beim Kaninchen nicht bestitigen, auch hier mag die
Wahl des Fixierungsmittels von Bedeutung sein. Uber den Proteingehalt liegen von
Ratte und Maus Beobachtungen nicht vor.

Zu den Befunden der Dalegschen Schule ist aber einiges Kritische zu sagen.
Wesentliche Schnitte der Priiparation, meist sogar die ganze Untersuchung, er-
folgten an ganzen Keimen. Hierzu ist schon auf den S.269—271 Stellung bezogen
worden. Andererseits sind die histochemischen Methoden und Kriterien, die von der
Daleqschen Schule angewendet werden, heute in vielen Punkten nicht mehr aus-
reichend, wenn sie auch seinerzeit sicher in vielem wegweisend waren. So wurde auf
das Vorkommen von sMS geschlossen nur auf Grund der gleichen Lokalisation von
Tolnidinblau-Metachromasie und PAS.

Vordringlich scheint mir aber, grundsitzlich von der Bearbeitung ganzer Keime
abzugehen und Schnitte zu verwenden. Die hierin liegende Kritik trifft auch meine
Arbeit. Der offenbar wesentliche Schritt, die Fixierung, erfolgte am ganzen Keim.
Kryostatschnitte von Furchungsstadien liefern, wie ich immer wieder erfahren
muBte, morphologisch villig unzureichende Ergebnisse. Es ist zu hoffen, daf} sich
die Gefriertrocknung als geeignet erweist. Untersuchungen mit dieser Prozedur habe
ich in Angriff genommen.

Alle geschilderten histochemischen Untersuchungen vermogen, wenn sie Blasto-
merendifferenzen zu Gesicht bringen, wohl eine Differenzierung aunfzuweisen, nicht
aber Prozesse, welche zur Differenzierung fithren. Sollten Stoffe existieren, die als
Informationstriger fungieren und fiir die Einleitung der Differenzierung eine Rolle
spielen, s0 mochte man erwarten, dal ihre Konzentration noch erheblich unter der
der hier dargestellten Substanzen liegt. Die Substanzen, die die Substrathistochemie
demonstriert, haben meist eine Baustoff- oder Reservestoffunktion. Regulator-
stoffe werden sicher nur an Orten erfaBt, an denen sie gespeichert vorliegen. Die
Enzymhistochemie vermag Orte und Zeitpunkte zu zeigen, an denen diese Stoffe
synthetisiert oder umgebaut werden. Sie beleuchtet damit naturgema nur die Vor-
geschichte der Substratverteilung. Die Faktoren, die das rdumliche Muster der
Enzymaktivitit bedingen, kennen wir auch damit noch nicht. Sofern man solche
iiberhaupt mit den Mitteln der Chemie erfassen kann, sind sie der histochemischen
Analyse zur Zeit nicht zugéinglich. Mit ihren heutigen Methoden und der heute er-
reichbaren Empfindlichkeit zeigt die Histochemie dem Entwicklungsphysiologen
lediglich die Ergebnisse der Prozesse, nach denen er eigentlich fragt. Das bedeutet
umgekehrt, daff die Ergebnisse histochemischer Betrachtungen dem Entwicklungs-
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physiologen weniger Antworten als neue Fragen bringen und den Blick richten auf
das, was vor dem histochemisch Demeonstrablen liegt. Wenn der Keim von 8 Zellen
(Abb. 5) deutliche Unterschiede der Blastomeren in der HgBPB-Firbung zeigt, so
bedeutet das, dali es etwas geben mul, das zeitlich vor diesem Stadium da ist und
ebenfalls eine rdumliche Ordnung hat. Dieser Bereich ist im Augenblick nur dem
entwicklungsphysiologischen Experiment zuginglich.

4.4. Physiologische und histochemische Polaritit der Keimscheibe

Die Sonderung von zwei Kategorien von Blastomeren wihrend der Furchung
bereitet die Bildung einer Blastozyste mit Embryonalknoten und Trophoblast vor.
Bei der Expansion der Blastozyste wird der Kmbryonalknoten abgeflacht; es ent-
steht die Keimscheibe. Diese Keimscheibe ist zunéichst radiirsymmetriseh. 5d p. .
differenziert sie dagegen deutlich ein Vorder- und Hinterende heraus: Das Vorder-
ende wird zellreich und zum Trophoblasten hin scharf begrenzt, das Hinterende
bleibt d&rmer an Zellen und unscharf begrenzt. AuBerdem beginnt die Keimscheibe,
sich in der Richtung der Vorn-Hinten-Achse zu strecken (Teil T, Abb. 9).

Wodureh die Gliederung hervorgerufen wird, ist villig unklar. 4 d p. e. ist die
Keimscheibe im Gegensatz zu 6 d p. ¢. noch zu umfangreichen Regulationen fihig,
bringt aber im entwicklungsphysiologischen Experiment Hinweise auf eine funk-
tionelle Polaritit (SErpEL 1952b, 1954).

Ieh habe gepriift, ob sich in diesen friihen Stadien substrathistochemisch eine
Polaritit der Keimscheibe als Vorldufer der morphologischen Differenzierung zeigen
LiBt (S. 266—269). Die war nicht von Erfolg begleitet. Es finden sich lediglich in allen
Stadien (4—6 d p. ¢.) im Trophoblasten der Umgebung der Keimscheibe regionale
Unterschiede in der Zahl sMS-(Sialomuzin!)-reicher Zellen. 6 d p. e. liegen sie be-
sonders am Vorderende. Moglicherweise konnte man hierin einen Hinweis dafiir
sehen, dal3 bei der Entstehung der Polaritit der Keimscheibe Reaktionen zwischen
Trophoblast und Keimscheibe eine Rolle spielen.

Die Frage, wodurch die Differenzierung von Vorder- und Hinterende der Keim-
seheibe ausgelost wird, muf} offen bleiben. Enzymhistochemische Tests sollten heran-
gezogen werden, um ihr weiter nachzugehen.

4.5. Angaben zum Glykogenstoffwechsel
in der frithen Entwicklung

Die geschilderten Entwicklungsschritte bis zur Implantation vollziehen sich im
Milien der Sekrete von Tube und Uterus. Es erhebt sich die Frage, inwieweit diesen
Sekreten eine Bedeutung als Lieferanten von Energie- und Baustoffen oder Regula-
torstoffen zukommt bzw. inwieweit der Keim autonom ist. Fiir den Entwicklungs-
physiologen ist das aus pragmatischen Griinden auch die Frage nach der Zusammen-
setzung von Medien fiir die in-vitro-Kultur.
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Dieser Problemkreis wird von einer Reihe von Untersuchern intensiv bearbeitet (vgl. fiir
das Kaninchen: FriDuANDLER u. a. 1957a und b; Fripnanprer 1961; Scawick 1963 ; ZiMMER-
MANN w. a. 1963; Lurwax-Manw 1962, 1963, 1966; Daniern 1965, 1967; Aurcrex 1966; Brigr
1967; Danien und Krisawaw 1967; Brinster 1967¢; Kircnner 1969; Maus: WHITTING HAM
1966; Breerrs u. a. 1967; Brinster 1967a und b; Tuomson 1967; WaLes u. a. 1967). Dabei
ist der Gesichtspunkt vorherrschend, dafi der Keim Energiequellen bzw. Baustoffe u. a. aus dem
Tuben- oder Uterussekret entnimmt, das ihn nmgibt. Seine Bediirfnisse scheinen von Stadinm
zu Stadinm mehrfach zu wechseln (vgl. z. B. Cuane 1950; Noves und Dickmany 1960). Sinn-
gemif ist eine Zahl von Daten iiber Uterus- und Tubenmilieu, die Sekretproduktion, ihre Ab-
hiingigkeit vom Hormonstatus u. . und die Beziehungen zwischen Keim und Mutter in ihrer
Komplexheit erarbeitet worden (Cuoaxe 1950; Noves und Dickmany 1960; Kurnaneara 1961;
ZaumERMANN 19605 Gorrscnewskr 1965; Gorrsenewskr und ZiMMeErMANN 1963 ; HoMBURGER
w.a. 1963; Sonwick 1963 ; DickMany 1967h; Sveawara und Harez 1967a w. b; Buier 1967).
Die Daten beziehen sich, sofern fiberhaupt eine biochemische Analyse durchgefiithrt wurde, meist
auf niedermolekulare Stoffe. Diese Stoffe wurden in der hier vorgelegten Arbeit nicht erfalit. In
nenerer Zeit ergaben sich auch aber hochmolekulare Substanzen detaillierte Befunde (Scnwick
19635 Danier 1967b; Brrer 1967; Kircuser 1969).

Beitrége, die die Histochemie dazu liefern kann, betretfen vor allem Glykogen.
Glykogen ist die Kohlenhydratreservesubstanz par excellence. s findet sich im
Zytoplasma der friihesten Furchungsstadien; vielleicht nimmt seine Konzentration
withrend des Tubenaufenthaltes des Keims zu, namentlich in den prisumptiven
Embryonalknotenzellen (vgl. Teil I, Tabelle 1, Zeile 1 I—IV, Zeile 2 und 3 V—VII
und die Schemata 1 und 2) (vgl. Isuipa 1963). Fiir Maus und Ratte wird ein Anstieg
der Glykogendichte beim Beginn des Zwei-Zellen-Stadiums angegeben. Bis zur Bil-
dung der Blastozyste bleibt sie etwa gleich (Maus: Tunomson und Brinster 1966;
Ratte: Murnarp 1955, jedoch Abfall wihrend der Furchung nach Isumna 1954).
Beim Ubergang ins Blastozysten-Stadium wird es so gut wie restlos aufgebraucht,
und zwar zuerst im Trophoblasten (ebenso bei der Maus, s. Toomson und BriNster
1966, und bei der Ratte, s. Isarpa 1954, MurLnarp 195b). Spuren von Glykogen sind
in Blastozysten noch mit dem Elektronenmikroskop nachzuweisen (Expers und
SCHLAFKE 1965).

Geht man davon aus, dafl die angegebenen Beobachtungen tatsiichlich die vor-
handene Glykogenmenge erfaliten und dafi der Anstieg beim Kaninehen z. B. nicht
etwa eine Freisetzung aus einem ,blockierten” Zustand widerspiegelt, nimmt man
dazu noch meine (a.a.0.) gemachte Feststellung einer hohen Phosphorylase-
aktivitit zur Zeit der Furchung hinzu, wihrend Glykogensynthetase im Keim nicht
nachweisbar ist, so liegen folgende Annahmen nahe:

1. Glykogen kommt als Energiereservoir fiir die Furchung nicht in Frage, im
Gegensatz zum Ubergang ins Blastozystenstadium, bei dem es aufgebraucht wird.

2. Die hohe Phosphorylaseaktivitit der Furchungsstadien ist demzufolge nicht
Ausdruck eines Glykogenabbaus. Maglicherweise synthetisiert der Keim Glykogen
wihrend der Furchung, und zwar nicht iiber Glykogensynthetase, sondern iiber
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Phosphorylase. Dieser Weg wird z. B. von Bo und Smrra (1964) fiir den Uterus des
Kaninchens gefordert. Beim Ubergang zur Blastozyste mag die Phosphorylase Gly-
kogen abbauen: ihre Aktivitat verschwindet zusammen mit dem Glykogen (DEN-
KER, a. a. 0.).

3. Der Glykogenabbau in der frithen Blastozyste muf sicher im Zusammenhang
gesehen werden mit dem Beginn der Glykolyse durch den Keim (FripHANDLER
1961).

In den Sekreten von Tube und Uterus fand ich nennenswerte Glykogenmengen
nicht, auch nicht in der Cumulus-Interzellularsubstanz. Die geringe Amylase-
Labilitit des Uterussekrets 7%4d p. ¢. und des Tubensekrets kann auf einen ge-
wissen Glykogengehalt hinweisen, ist aber aus methodischen Griinden mit Zuriick-
haltung zu betrachten (vgl. Teil I, 8. 1621.). Esistunwahrscheinlich, daB die von Kircu-
NER (1969) beschriebenen oligomeren Kohlenhydrate des Uterussekrets im Paraffin-
schnitt erhalten sind und hier erfalit wurden, denn die Fixierung immobilisiert fast
ausschlieBlich hochmolekulare Substanzen (vgl. Teil I, 8. 160). Curistie (1967a)
spricht sich klar fiir ein Auftreten von Glykogen im Uternssekret (nach 6 d p. ¢.)
aus. Ir benutzte wie ich die BuLmERr-Technik; die Art des verwendeten Amylase-
priiparats gibt er allerdings nicht an (zur Kritik vgl. Teil I, 8. 163). Da die von mir
(und von BivinG) verwendete Fixierung, nimlich Rossman bzw. Gendre, Glykogen
sicher besser kongerviert als dag von Curistie benutzte Bouin, michte ich meinem
Zweifel am Auftreten wesentlicher Glykogenmengen im Tuben- und Uterussekret
eine Berechtigung zubilligen. Zudem ist bei biochemischen Untersuchungen kein An-
halt fiir einen nennenswerten Glykogengehalt gefunden worden (vgl. KircuNer
1969). Demgegeniiber berichtet Danier (1965) von einem fordernden Einflufi von
Glykogen bei der in-vitro-Kultur von Blastozysten. Solche Befunde miissen nicht
unbedingt iiber die unter physiologischen Bedingungen vorliegenden Verhiltnisse
etwas aussagen.

Im Epithel des Uterus allerdings tritt Glykogen ab 714d p. c. reichlich auf.
Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Angaben von Bovineg (1962) und
‘urisTiE (1967). Sie fiigen sich gut zu der Beobachtung von Vags und pe MevER
(1957), daB eine Glykogen-Akkumulation unter EinfluB von Gestagenen, nicht aber
Ostrogenen stattfindet. Hirsxer (1955) fand Glykogen im Uterus unter Ostrogenen
wie Gestagenen nur subepithelial; hier mul wohl an ein Artefakt gedacht werden
(Fixierung: Formol-Alkohol). Kurancara (1961) beobachtete einen Einbau von
1(-Glukose in polymere Substrate des Uterusepithels, -sekrets und des Tropho-
blasten. Hier diirften aber wohl Mukosubstanzen erfaBt worden sein. Da KircHNER
(1969) gebundene Glukose im Uterussekret nur in sehr geringen Mengen fand, ist
ferner zu fragen, ob nicht vor dem Einbau in die polymeren Substanzen eine Um-
wandlung in andere Zucker erfolgte.

18  Zool. Jb. Physiol. Bd .75
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Das Verhalten des Uterus der Ratfe zeigt gegeniiber dem des Kaninchens gewisse Ab-
weichungen, so daB Beobachtungen von diesen Tieren nicht gut zum Vergleich herangezogen
werden kinnen (vel, Warnaas 1952; Lacerox und Wremanw 1964; Curistie 1966a u. b; Gre-
GOIRE W. a. 1967; LoBEL u. a. 1968; ErsmonT-SzuMaNsKka 1968).

Die Phosphorylase erscheint im Uterus bei Verwendung meiner Methode in
einer Verteilung, die sich in Einzelheiten von der des Glykogens unterscheidet (Drx-
KER, a. a. 0.). Aber bei ihr wie beim Glykogen macht sich eine zum Zeitpunkt und
Ort der Implantation hin zunehmend positive Reaktion bemerkbar (zum Hormon-
einfluf beim Kaninchen vgl. Bo 1961). Ob dies mit einer Glykogen-synthetisieren-
den Funktion der Phosphorylase zu erkliren ist (Glykogen-Synthetase war im Indo-
metrium negativ), ist wohl noch als fraglich zu bezeichnen (vgl. Bo 1961). Bei der
Ratte kommen beide Enzyme vor (Bo und Syiti 1966; zur Phosphorylase vgl. auch
LoBEL u. a. 1968).

Sollte Phosphorylase im Uterus eine Glykogen-synthetisierende Funktion haben, so kime
fiir den Abbau a-Amylase in Frage. Sie ist in neuerer Zeit in einer Reihe von Geweben auflerhalb
der Speicheldriisen nachgewiesen worden (vgl. McGracuin u. a. 1958; Krzvzanowskr 1966).
Fiir eine Aktivitit des Uterusepithels oder -sekrets geben Versuche mit einem Substratfilmtest
jedoch keinen sicheren Anhalt, bringen aber ein leicht positives Ergebnis in der Tube (DENKER,
a. a. 0.).

Is gibt also insgesamt zahlreiche Zeichen fiir einen regen Glykogenstoffwechsel
im Keim und den ihn umgebenden Geweben. Offenbar wird es jeweils vor Beginn
wichtiger Morphogeneseschritte synthetisiert und deponiert (vgl. auch die Arbeiten
von CurIsTIE): Der Keim ist besonders reich daran am Ende der Furchung, d. h.
vor Beginn der Bildung der Blastozyste. Im Uterus wird zum Zeitpunkt und am Ort
der Tmplantation Glykogen akkumuliert. Die Vermutung liegt nahe, daf} es eine Be-
deutung fiir die Energieversorgung des Keims hat. In welcher Weise es aber utilisiert
wird, muf offenbleiben. Ahnliche Uberlegungen gelten fiir das Glykogen im Tropho-
blasten der Keimscheibenumgebung und im Embryoblasten. Jedenfalls erscheint mir
eine nennenswerte Anfnahme von Glykogen durch den Keim iiber die Sekrete von
Tube und Uterus eher unwahrscheinlich trotz der Danielschen Befunde aus der in-
vitro- Kultur (8. 287). Sowohl der geringe Gehalt der Sekrete an Glykogen als auch
der offenbare Mangel von hoheren Aktivititen glykogenspaltender Enzyme in
jiingeren Blastozysten sprechen dagegen.

4.6. Ovariale bzw. tubale Sckretion und Keimhiillenbildung

Durch die Hiillen hindurch mufy der Stoffaustausch zwischen Mutter und Keim
erfolgen. Er ist sicher selektiv, wenn auch der Ort der Selektion nicht bekannt ist
(vgl. Avstin und Lovevock 1958 ; ZIMMERMANN u. & 1963; Scawrck 1963; Lurwak-
Mann 1966; Brier 1967). Fiir das Uberleben und eine normale Entwicklung der
Tubeneier haben die Hiillen zweifellos eine Bedeutung (Kaninchen: vgl. WesTMaN
1930; GreEnwALD 1958; Epwarps 1964; Maus: vgl. Tarkowskr und WROBLEWSKA
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1967). Normale Entwicklung mit nur einem geringen Rest der Mukoproteidschicht
gibt allerdings Apams (1960a) an.

Welche Rolle den Hiillen beim Austausch und der angenommenen Selektion
zukommt, ist nicht klar. Gerade deswegen erscheint es als wichtig, Daten iiber die
Eigenschaften dieser Strukturen zusammenzutragen.

Die Coroma-Interzellularsubstanz als Produkt der Follikelepithelzellen
des Ovars dhnelt in vielen Eigenschaften MPS des Bindegewebes. Sie ist wie diese
nur schwach PAS-positiv und durch Hyaluronidase spaltbar. Als saure Gruppen
enthiilt sie Schwefelsiureester; Neuraminsiure tritt zuriick. Uronséuren, deren Vor-
kommen immer wieder postuliert wird, sind zumindest in der unmittelbaren Um-
gebung der Zona in wesentlichen Mengen nicht demonstrabel, wenn man von der
Spaltbarkeit durch Hyluronidase absieht. Die CEC ist hier daher hoch.

Von den sMS der Zona ist die Corona- (und Cumulus-)Interzellularsubstanz klar
unterschieden durch ihre schwache PAS (vgl. S1EGNER und WarTENBERG 1961Db),
den nur sehr geringen NA-Gehalt und die Hyaluronidase-Labilitit (vgl. das
Schema 1, Teil I). Dies mul} allerdings nicht gegen eine Rolle der Follikelepithel-
zellen bei der Bildung der Zona sprechen. Die Follikelepithelzellfortsitze, die
sie durchziehen (Curistina Kravuskopr 1967), kinnen ein spezielles Sekret ab-
sondern. Wahrscheinlich wird die Zona unter Beteiligung sowohl der Eizelle als auch
der Follikelepithelzellen gebildet (STEGNER und WARTENBERG 1961a und b; Opor
1965; Gasarva 1966).

In der Zona fand ich die PAS in Ubereinstimmung mit Brapen (1952) stark
positiv. Morphologiseh liBit sich die Zona in eine #ubjere granuldre und eine innere
mehr homogene Schicht einteilen (Drckmann 1965).

Histochemisch ist ein besonderes Verhalten einer Innenzone (AB-negativ, PAS-
positiv) fiir den Menschen beschrieben (STEGNER und WARTENBERG 1961b). Beim
Kaninchen war nach meinen histochemischen Tests ein Reichtum an sauren Gruppen
(NA-, vgl. auch Sovrart und Noves 1964, ebenso wie Schwefelséiureestergruppen)
in den oberflichlichen Lagen innen und aufien zn erkennen. Die inneren Partien
zeichnen sich durch relativ viel Schwefelsidureestergruppen aus. Nach GoTaie (1958)
lagert die Zona wihrend der Tubenwanderung des Eies Sulfat-*5S ein. Gegeniiber
Hyaluronidase ist sie resistent, was im Hinblick auf die Vorginge der Besamung von
Interesse ist (vgl. S. 273). Da Sinva Sasso (1959) beschreibt eine Hyaluronidase-
Labilitit, verwendete jedoch Inkubationszeiten (18 h), bei denen nach Prarsz (1960)
mit unspezifischen Reaktionen gerechnet werden muB. Auch gibt er nicht die Art
der von thm verwendeten Prédparation an.

Das Sekret der Tube lagert die Mukoproteidschicht anf das Ei ab (vgl. Mo-
REAUX 1913, Connen 1927, Westman 1930, Boving 1954, GREENWALD 1958).

Das Tubensekret ist nur relativ schwach PAS-positiv. Es scheint ein Sulfomuzin
mit hohem Schwefelsiureestergehalt zu sein (vgl. auch Gornie 1955). Carboxyl-
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gruppen lassen sich mit den zur Verfiigung stehenden Methoden nicht nachweisen,
kionnten aber auf Grund des CEC-Verhaltens vorkommen (Teil I, 8. 210 {.). Neuramin-
sdure ist hier nicht demonstrabel. Gegeniiber Hyaluronidase bleibt diese sMS stabil.

Die Mukoproteidschicht gleicht histochemisch ganz dem Tubensekret (vgl.
das Schema 2, Teil I). Firberisch sind auch Unterschiede erkennbar (vgl. Teil I,
Abb. 33).

Sie mogen auf quantitativen Differenzen der reagierenden Gruppen beruhen.
In der Art dieser Gruppen besteht aber Ubereinstimmung.

Meine Angabe einer relativ schwachen PAS steht im Gegensatz zu den Angaben
von BrapEN (1952), der die PAS als stark positiv beschreibt (wie im Fall der Zona). Bei
der von ihm zur histologischen Behandlung der Eier verwendeten EiweiBmethode
nach MINCHIN mag es zu einer Schrumpfung der Mukoproteidschicht bei der Ent-
wiisserung kommen. Sie ist besonders stark, wenn man Keime frei ins Paraffin fiihrt.
In solchen Fillen erscheint die PAS infolge der groBeren Dichte der Mukoproteid-
schicht verstiirkt. Ob eine Verunreinigung durch das Eiweill moglich war, vermag
¢h nicht zu sagen. Ferner verhilt sich nach verschiedenen Methoden angesetztes
Schiffsches Reagenz sehr verschieden hinsichtlich der allgemeinen Intensitéit der
Firbung. Bei starken Fiirbungen werden sicher Unterschiede in der Reagibilitit der
Gewebsstrukturen verwischt. Der von mir verwendete Ansatz firbte nur relativ
schwach. Die Kombination AB-PAS zeigt aber deutlich, da die Mukoproteidschicht
(wie die Interzellularsubstanz des Cumulus, die Bindegewebsgrundsubstanz und
die Substanzen des Trophoblasten) nur wenig freie benachbarte OH-Gruppen
besitat.

Die histochemische Gleichartigkeit von Tubensekret und Mukoproteidschicht
ist ein wesentliches Argument fiir die Vorstellung, daB diese Hiille vom Tubensekret
gebildet wird. Die Ablagerung liBt sich auch im Experiment verfolgen: Sie erfolgt
auf in den Eileiter gebrachte Fremdkorper (GrREENwALD 1958). Es sind aber auch
Eigenschaften des Keims von Bedeutung. Nach YosniNaca und Apams 1967 wird
7. B. auf Miuse-Blastozysten in der Tube des Kaninchens eine Mukoproteidschicht
nicht aufgelagert. Die physikalisch-chemischen Grundprozesse dieses Vorgangs
kinnen nicht als bekannt gelten.

Vermutlich wird auch bei anderen Arten als dem Kaninchen physiologischerweise Material
auf die Zona aufgetragen (Mensch vgl. Bovine 1963 ; Dachs, Katze und Hund vgl. Amoroso 1966).
Die histochemischen Bigenschaften des Tubensekrets sind bei verschiedenen Arten wohl unfer-
schiedlich; im Tubensekret des Menschen fanden Parvis und Rosst 1966 sMS mit Sulfat- und
Carboxylgruppen. Bei niederen Tieren, die stirkere Keimhiillen bilden, ist oft eine Schichtung
und Abkunft der einzelnen Schichten von bestimmten Bereichen der Tube deutlich (fiir Triton
s. VILTER 1966, 1967a und b). Fir Capillaria hepatica (Trichuroidea) wird ein Gehalt der fulieren

Lage an NA angegeben (Martano 1967).
Die Sekretion der Tube steht beim Kaninchen unter dem Einflub von Ovarialhormonen

{GreeNwaLD 1957, 1958; Apans 1965).
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Sicher ist die Zusammensetzung des Tubenmediums von Bedeutung fiir die Enfwicklung
des Keims. Die in-vitro- Kultur stellt z. B. zum Zeitpunkt der ersten Furchungsteilung bei der
Maus immer noch ein grofies Problem dar (WarrriNeman 1966). Guera u. a. (1967) diskutieren
besondere biochemische Leistungen der Region der Verbindung zwischen Pars ampullaris und
Pars isthmica beim Kaninchen. Histochemisch fand ich dort allerdings keine Anifilligkeiten.
Sexualhormone iihen in vitro starke und meist schiidliche Einflisse auf den Keim aus (SEIDEL
{unverdffentlicht), Danies 1964 ; Danies und Levy 1964; McGavenry und DaNies 1966; Prary
und Danier 1967). Die Art ihrer in-vivo-Wirkung ist nicht klar; bisher ist nur ein Einflul auf
die Motilitit der Tube gesichert (Cnang 1967; GrEENwALD 1967).

4.7, Verhalten der Blastozyste im Uterusmedium

Der Ubertritt des Keims von der Tube in den Uterus stellt ein ein-
schneidendes Ereignis in seinem Leben dar. Die Mortalitit erreicht um diese Zeit ein
Maximum (Apams 1960b). Eine Umstellung des Engergiestoffwechsels findet in
dieser Phase statt (FripHANDLER 1961 ; zum Glykogen s. 8. 2861.). Die Uterusschleim-
haut muB bestimmte biochemische Aktivititen entfalten. Exakte hormonelle Steue-
rung und keimbedingte Riickkoppelungsreaktionen stellen diese Aktivitét auf die
Bediirtnisse des Keims ein (Covrrier 1945 s. Vars und pE MEYER 1957; Apams
und LurwagMany 1956; Avams 1965; Brier 1967; Marcus und SHELESNYAK
1967; Kircaner 1969). Spezielle Proteinkomponenten des Uterussekrets scheinen
eine Bedeutung fiir die normale Entwicklung der Blastozysten zu haben (ScaHwick
1963; Brrer 1967; Daxiten und Krisunan 1967b; Krisunan und Danier 1967).
Bei ektopischer Implantation wird die Entwicklung des Embryoblasten gehemmt
(Kirey 1963, 1965a). Allerdings gibt es keine Veranlassung fiir die Vorstellung, daf
durch Einflisse des Uterusmilieus etwa die Determinierung bestimmter Keimzellen
zu Embryonalknoten- bzw. Trophoblastzellen geschehe. Die Sonderung dieser Zellen
ist zweifellos bereits in Furchungsstadien vorbereitet. Im Uterns wird die Blastozysten-
gestalt lediglich realisiert (s. 8. 200ff.). Dementsprechend ist eine Blastozysten-
bildung grundsitzlich ebenso in der Tube maglich (Apams 1958); andererseits kim-
nen auch junge Furchungsstadien von 16—32 Zellen, bei denen nach meinen Be-
funden die Trennung von prisumptiven Trophoblast- und Embryonalknotenzellen
bereits erfolgt ist, sich im Uterus zu Blastozysten entwickeln (Apams 1956, 1960a).
Von histochemischer Seite ist zu den hier liegenden stoffwechselphysiologischen
Fragen wenig beizutragen. Die histochemische Analyse des Uterussekretes auf
hochmolekulare Kohlenhydratsubstanzen ist wenig ergiebig: Die vorkommenden
Mukosubstanzen (Glykoproteine) lassen freie benachbarte OH-Gruppen (PAS),
Neuraminsiiure und Schwefelsdureestergruppen in allen Stadien in etwa gleicher
Weise erkennen. Die Blastozystenhihle erscheint in Schnitten bis 6d p. c. leer.
Ab 7d p. e. werden dort sMS-Priizipitate nachweisbar, d. h. zu dem Zeitpunkt, zu
dem Serumproteine der Mutter ins Blastozystenlumen eindringen (GOTTSCHEWSKI
und ZiMMERMANN 1961, ZimverMANN u. a. 1963, KircuNEr 1969). Sie verhalten
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sich histochemisch etwas anders als das Uterussekret: Die PAS und ein NA-Gehalt
sind in der Blastozystenhihle nur angedeutet, im Uternssekret dagegen deutlich
positiv. Die Substanzen des Blastozystenlumens zeigen ein auffilliges CEC-Verhalten:
Sie dhneln Keratosulfaten. Von Keratosulfaten ist bekannt, daB sie eine negative bis
schwache PAS geben. Eine Beziehung zu den von KircuNER 1969 mitgeteilten Be-
funden herzustellen, erscheint gegenwirtig noch schwierig. Der sechwache Ausfall
der PAS dieser sMS kinnte durch einen hohen Anteil an Uteroglobin (Beier 1967)
bedingt sein; nach Krrcuner (1969) ist dieses PAS-negativ. Es wiire gut denkbar,
daB das Uteroglobin durchaus eine Kohlenhydratkomponente enthélt, die aber in
der PAS nicht reagiert, beispielsweise wegen eines hohen Schwefelsdureestergehalts.

Beim Ubertritt des Keims in den Uterus kommt es zu einer Umgestaltung
der Hiillen. Nach Bovings Auffassung (19541t.) wird die Zona bei der Expansion
der Blastozyste soweit gedehnt (oder auch anfgelost?), daf sie im Lichtmikroskop zu-
mindest nicht mehr erkennbar ist. Die Mukoproteidschicht bleibt als Hiille des Keims
erhalten und soll nach Béving durch Auflagerung von Uterussekret verstirkt wer-
den. Die Blastozystenhiillen sind also zweischichtig (Teil I, Abb. 20—22, 34, 35); die
innere Lage soll die Mukoproteidschicht sein (Mukolemma nach Bovine), die duliere
das anfgelagerte Uterussekret (Gloolemma nach Boving).

Nach meinen histochemischen Befunden tritt in der Mukoproteidschicht schon
bei élteren Furchungsstadien eine Hale-negative Innenzone auf (Teil I, Abb. 28),
die sich mit AB besonders stark firbt. Nach dem CEC-Verhalten ist sie vielleicht
verarmt an Schwefelsiiureestergruppen; dazu passen die starke AB, da diese bei sehr
hohem Schwefelsiiureestergehalt schwach oder negativ ausfallen kann, und die dort
stirkere PAS. Wie Gorute (1958) nach ihren autoradiographischen Ergebnissen
vermutet, verwenden Blastozysten schwefelsdureesterhaltige Substanzen der Hiillen
zu ihrer ,,Erndhrung™.

Khnliche Vorstellungen iiber einen Ubertritt von Mukosubstanzen in den Keim
dullert KuLanaara (1961). In meinen histochemischen Tests ist die PAS, wiihrend
sie bei der Mukoproteidschicht am 3. Tage nur schwach ausfillt, in allen Schichten
der Blastozystenhiille bald stark positiv. Besonders betont ist sie stets in der inneren
Schicht der Blastozystenhiillen (Teil I, Abb. 20—22; vgl. auch die Schemata). In
der Stirke der Farbung wie der Lage ist diese Schicht der Zona vergleichbar. Bis
bd ist sie zur duBeren Schicht scharf, danach unscharf begrenzt. Ahnliche Ergeb-
nigse wie die PAS bringt die Proteinfirbung HgBPB. Ab 5d p. ¢. wird in der ganzen
Dicke der Blastozystenhiillen NA nachweishar (Teil 1, Abb. 36, Tabelle 7: VII 8—11,
186, 187, 2001. Von diesem Zeitpunkt an sind die Hiillen im Paraffin sehr spride.

Nach alledem scheinen bei der Ausbildung der Blastozyste die Keimhiillen nicht
nur gedehnt und mit einer neuen Lage (Sekret des Uterus) bedeckt zu werden, wie
Bovine (19541f.) angibt, sondern offenbar kommt es zu einem griindlichen Umbau.
Dabei werden vielleicht Schwefelséiureestergruppen der Mukoproteidsehicht abge-
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spalten und PAS-reagible Hydroxylgruppen frei. Dies fiigt sich gut zu den Vor-
stellungen von Gornie (1958) und von Kurancara (1961) iiber einen ('bergang von
Material aus den Hiillen in den Keim. Offenbar werden dabei Schwefelsiiureester-
gruppen durch die zweite Art von sauren Gruppen, NA, ersetzt. Woher diese NA
stammt, ist zur Zeit nicht klar. Es erscheint mir unwahrseheinlich, daB sie in der
Mukoproteidschicht in ,,maskierter* Form vorliegt, denn alle Prozeduren einschlief-
lich alkalischer Vorbehandlung (Laktonspaltung?) bringen Hinweise auf einen NA-
Gehalt nicht. Die NA der Zona diirfte nicht ausreichen, um alle NA der Blastozysten-
hiillen zu stellen. Das Uterussekret enthiilt NA. Dies mag die wesentliche Quelle
sein (Sehwefelséiurcestergehalt s. Teil T, S. 180—211 und vgl. BosTrém und OpEBLAD
1952; Goruie 1955, 1960). Um eine cinfache Auflagerung aber kann es sich nicht
handeln, da Sialinsiuren auch in der inneren Lage der Blastozystenhiillen nachweis-
bar sind.

Dies hindert mich daran, die Bovingschen Bezeichnungen fiir die Blastozysten-
hiillen zu iibernchmen.

Tch nehme an, daB das Material von Zona und Mukoproteidschicht, vielleicht
zusammen mit Uterussekret und Sekreten des Trophoblasten, im Blastozysten-
stadium umgebaut und nen angeordnet wird. Beim gegenwiirtigen Stand des Wissens
méchte ich es vorziehen, auf eine Herleitung der einzelnen Schichten zu verzichten
und nur allgemein von ,,Blastozystenhiillen* sprechen.

4.8. Implantation der Blastozyste im Uterus

7Y3d p. e. beginnt im Bereich der Trophoblastsprosse die Auflosung der Blasto-
zystenhiillen (Teil I, Abb. 40; s. auch die Arbeiten von Boving).

Die mesometral liegenden relativ intakten Reste unterscheiden sich in einer
Reihe von Tests von den antimesometral gelegenen, welche zu unformigen Fetzen
umgewandelt sind: Letztere scheinen im Verhéltnis zum Gehalt an Schwefelsiure-
estergruppen érmer an NA zu sein (Methylierung und Verseifung, AB bei pH 1,
HID-AB, CEC). So liBt sich an eine NAase-Aktivitit dieser Bereiche denken.
Schon die ,klebrige Umwandlung® der abembryonalen Bereiche der Hiillen 7d p- ¢,
die von BoviNg (19541f.) fiir die Orientierung des Keims im Uterus verantwortlich
gemacht und auf einen lokal hohen pH zuriickgefithrt wird, kinnte mit solchen Pro-
zessen zusammenhéngen, denn saure Gruppen haben fiir die physikalisch-chemischen
Eigenschaften von sMS, z. B. die Viskositiit, eine wesentliche Bedeutung (vgl. Gorr-
ScHALK und Tuomas 1961). AuBerdem kinnte eine NAase-Aktivitit bei der Inva-
sion des Trophoblasten eine Rolle spielen. Dabei kommt es nach BoviNG zu einer
Lockerung der Verbindungen zwischen den Uterusepithelzellen. Die Trophoblast-
sprosse dringen in den Raum zwischen zwei Zellen ein (vgl. Teil I, Abb. 15¢) und
fusionieren mit den Endometrium-Zellen. Die Zelloberfliichen des Uterusepithels,
besonders deutlich der Biirstensaum, enthalten reichlich NA, wihrend zum mindesten
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die extraembryonalen Teile des Keims in ihren sMS auffilligerweise fast nur Schwefel-
siureestergruppen erkennen lassen, so Trophoblast und Trophoblastsprosse und
die Substanzen der Blastozystenhohle. Das CEC-Verhalten dhnelt dem von Kerato-
sulfaten (iiber Keratosulfat-ihnliche sMS in der Allantoisfliissigkeit des Hiihnchens,
die allerdings NA enthalten, s. MEYER u. a. 1967). Jedoch sind die Verhdltnisse an
den Zelloberflichen lichtmikroskopisch nicht recht zu beurteilen. Die Elektronen-
mikroskopie des Invasionsvorgangs legt die Vermutung nahe, daf dabei Oberflichen-
spannungsverdnderungen eine Rolle spielen, an denen die sMS beteilgt sind (GLENT-
STER 19664, b).

Scuwick berichtet (1963) tber einen Anstieg von NAase-Aktivitit im Uterussekret bis
62/, d p. e. Der Nachweis mufite allerdings bei saurem pH erfolgen; das Uterussekret aber ist
alkalisch. Ich habe versucht, NAase-Aktivitit histochemisch zu lokalisieren (DeNkER, a. a. 0.).
Da es bislang histochemische NAase-Tests nicht gibt, zog ich das Prinzip des Glykosidasennach-
weises von DanLgvist und Brux (1962) heran. Das verwendete System ist sehr komplex, und es
ist nicht ganz sicher, ob die erhaltene Lokalisation exakt ist. Ich beobachtete (7 d p. ¢.) eine Akfi-
vitit in der Tiefe der mesomefralen Endometrinms-Furchen, d. h. nicht am Ort der Auflésung
der Keimhiillen bzw. der Invasion. Zum Nachweis war auch hier ein saurer pI notwendig.

Diese Ergebnisse miissen zu Zweifeln daran fiihren, daB die gezeigte NAase-
Aktivitit wesentliche Bedeutung fiir Keimhiillenauflésung und Invasion hat. Sie
behiilt aber Interesse im Zusammenhang mit der Beobachtung proteolytischer
Enzyme des Keims:

In Korrelation znm Implantationsgeschehen tritt im Trophoblasten, wie ich
zeigen konnte (DENKER, a. a. O.), eine sehr hohe proteolytische Akfivitit auf. Die
wirksamen Faktoren besitzen biochemische Eigenschaften, welche sie fiir die Auf-
gabe der Hiillenauflgsung und Invasion als geeignet erscheinen lassen, néimlich sehr
leichte Diffusibilitit und Wirksamkeit bei alkalischem pH.

Unter der Vorstellung, daf die proteolytische Aktivitit des Keims eine Rolle
bei der Auflésung der Keimhiillen und der Implantation spielt, ergeben sich folgende
Gesichtspunkte:

1. Die sMS der Blastozystenhiillen und der Zelloberflichen des Uterusepithels
werden fiir die Proteolyse durch Abspaltung saurer Gruppen, z. B. durch NAase,
vorbereitet, da saure Gruppen den MS zunichst eine Reistenz gegeniiber Proteo-
lyse verleihen (vgl. RunnsTroM 1949 fiir Arbacia; Mora und Youne 1959; Sera und
Karcaarskr 1959; Gorrscaark 1960b; MEEADEVAN u. a. 1967; Farnnarp und
Prisirra 1965; MARTIN u. a. 1967; TEXTER u. a. 1967). Diese Vorstellungen lassen
sich durch die Beobachtung stiitzen, dall die Hiillen nach NAase-Einwirkung durch
Trypsin schneller abgebaut werden (s. Teil I, 5.204). Eine gewisse Resistenz gegen-
iiber Proteolyse verleihen den MS neutrale Zucker (s. FAILLARD und PrisirLa 1964),
o daB auch andere Glykosidasen eine Rolle spielen kinnen (die Trophoblastprosse
zeigten eine Aktivitit vom p-Galaktosidase und Glukosaminidase (DENKER, a. a. O.).
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2. Das Konzept einer gemeinsamen Aktivitit von NAase und proteolytischen
Enzymen macht eine positive Riickkoppelung denkbar: Nicht nur die Proteolyse ist
nach NAage-Wirkung erleichtert, auch die NAase-Wirkung ist auf kleine Molekiile
groBer (s. NEUBERGER und MarsHALL 1966).

3. Die sMS der Reste der Hiillen &ihneln in einigen Eigenschaften Keratosulfaten
(schwache PAS, hoher Schwefelséiureestergehalt, hohe CEC). Von Keratosulfaten ist
cine hohe Stabilitit gegeniiber Proteasen bekannt (MEYER u. a. 1967). Wenn die
Hiillen heterogen zusammengesetzt sind, konnten diese Reste also auch schlechthin
die zuriickbleibenden resistentesten Komponenten darstellen. Die sMS der Gewebe
des Keims verhalten sich histochemisch dhnlich wie diese Reste der Hiillen. Sie mogen
den Keim vor einem Angriff der eigenen proteolytischen Enzyme schiitzen. .

4. Das Endometrium enthélt offenbar wirksame Inhibitoren fiir das proteoly-
tische Prinzip des Keims: Bei Kontakt des Trophoblasten mit dem Endometrium
(physiologisch oder artefiziell bei der Montage) erlischt die Aktivitit (DENKER,
a.a. 0.). Vgl. dazu auch die Demonstration von Porteaseninhibitoren im Uterus-
sekret dureh Berer 1967a. (Zum Serum-Antitrypsin in der Schwangerschaft vgl.
auch GrAFENBERG 1909). Nach Mayer und Duruc (1966) und MavER u. a. (1967)
existieren im Uterus bei Ratte und Maus Faktoren, die die Implantation hemmen.

5. Die proteolytische Aktivitiit geht wahrscheinlich vorwiegend von den Tropho-
blastsprossen aus und wird evtl. scharf lokalisiert eingesetzt beim  Platzen® der
Trophoblastsprosse, wie es BovinG (1964a, 1966) beschreibt.

Fir Maus und Ratte wird eine enzymatische Aktivitit des Keimes in Frage gestellt oder
zumindest eine Kombination mit anderen, z. B. mechanischen Faktoren angenommen: Maus s.
Joie (1967); Ratte s. Dickmany und Noves (1960); Dickmany (1967a); Arnortesv und Psy-
crovos (1966). Bine solche Aktivitit befirwortet fiir die Maus Reintus (1967). Beim Meer-
schweinchen liBt sich eine proteolytische Aktivitit der Blastozyste sicher nachweisen, withrend
die Ratte im gleichen Test negative Ergebnisse bringt (Braxpav 1949). Morphologische Unter-
suchungen der Implantation bei verschiedenen Nagern legen ebenfalls die Annahme einer Enzym-
wirkung auf die Zelloberflichen nahe (vgl. Porrs 1966; Expers und Scnnarke 1967; Porter
1967; NiLsson 1967; Maver u. a. 1967; Finy und McLarex 1967; Deanesny 1967). Bei Maus
und Ratte sind fir die Orientierung des Keims die Existenz der Hiillen und ihre ortliche ,,Klebrig-
keit* offenbar nicht Voraussetzung (s, Dicxyany und Noves 1960; Kirpy u. a. 1967).

Die Implantation ist sicher Regulationen durch die Mutter unterworfen, die vielleicht,
zumindest mittelbar, hormoneller Art sind (vgl. Sueresyyax und Krarcer 1963). Eine Auf-
losung der Hillen erfolgt beim Kaninchen in vitro nicht, anch nicht in Anwesenheit von Hor-
monen (s. GLENISTER 19662; NEw 1966), in vivo nicht nach Ovariektomie 7 d p. ¢. (LuTwak-
Mawn 1962). Nach Entfernung der Zona kommt es zu einer Implantation in vitro auch ohne
Hormone (Grentster 1963, 1966a; vgl. auch Core und Paur 1965). Zur Bedeutung von Pro-
gesteron fiir die Implantation des Kaninchens s. Avtexy und Corwer (1929); Rexsie und Da-
VIES (1965).

Sehr viel hiufiger als beim Kaninchen sind die hormonalen Regulationen bei Maus und
Ratte untersucht worden. In der Art dieser Regulationen bestehen aber offenbar groBe Unter-
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schiede zu den Verhiiltnissen beim Kaninchen (Bedeutung von Ostrogenen). Auf die sehr umfang-
reiche Literatur soll daher hier nicht eingegangen werden.

Die besprochenen Beobachtungen fiihren insgesamt zu folgenden Vorstel-
lungen von den Prozessen der Auflésung der Blastozystenhiillen und
der Implantation: Offenbar bestehen Unterschiede zwischen verschiedenen
Arten. Die zahlreichen vorliegenden Untersuchungen an Ratte und Maus lassen ein
klares Bild noch nicht zu. Daher mogen die Verhiltnisse bei Kaninchen und Meer-
schweinchen als Modell dienen. Beim Kaninchen sind Keimhiillenauflosung und
Implantation eng miteinander gekoppelt. Vermutlich sind an beiden Enzyme mal-
gebend beteiligt. Eine hohe proteolytische Aktivitit des Trophoblasten ist beim
Kaninchen wie beim Meerschweinchen dafiir namhaft zu machen. Sie wird offen-
sichtlich von den Trophoblastsprossen sehr exakt am Ort des Geschehens eingesetzt.
Eine Rolle von Glykosidasen, besonders von NAase, ist nach substrathistochemi-
schen, elektronenmikroskopischen und experimentellen Befunden und nach theore-
tischen Erwiigungen zu vermuten, aber noch nicht abgeklirt. Alle beteiligten Pro-
zesse unterliegen sicher zahlreichen Regulationen. Dabel ist eine Bedeutung von
Inhibitoren der Enzyme, z. B. Proteaseninhibitoren, wahrscheinlich. Die Bereit-
stellung von Enzymen und Inhibitoren wird vermutlich durch Hormone der Mutter
gesteuert (vgl. dazu die Arbeiten von SueLesNyak und Mitarb.). Die strenge raum-
zeitliche Ordnung des Geschehens wird aber sicher durch eine Vielzahl weiterer und
bisher unbekannter Interaktionen zwischen Keim und Endometrium reguliert.

Die Implantation geht mit tiefgreifenden Verinderungen im Stoffwechsel des
Keims einher (GorrscHEWSKI und ZIMMERMANN 1961; Lurwax-Many 1963; Ziv-
MERMANN W. a. 1963; ZiMmMERMANN 1965, 1966, 1967). Zu diesem Zeitpunkt steigt
die Mortalitat sehr stark an (Apams 1960b; Bovine 1963).

Zum Zeitpunkt, zu dem der Keim von der Tube in den Uterus iibertritt,
findet auch eine Umstellung seines Stoffwechsels statt (s. S. 286f.). Es ist das
gleiche Entwicklungsstadium, in dem ein morphogenetischer Prozell zu Ende geht:
Die Scheidung von Embryonalknotenzellen und Trophoblastzellen (5. 248ff.).
Zum Zeitpunkt der Implantation ist nicht nur wieder ein stoffwechsel-
physiologischer Umbruch im Gange, sondern auch eine neue Ebene in der Morpho-
genese erreicht: Die Kirpergrundgestalt bildet sich. Dies gibt den dufieren Anlaf,
die hier vorgelegte Arbeit mit der Betrachtung dieses Stadiums zu beschlieBen. Die
mitgeteilten Beobachtungen konnen sicher unser Bild von den wesentlichen Pro-
zessen dieser Phasen nur um einige Aspekte erweitern. Sie werfen zugleich mehr
Fragen auf, als sie beantworten. Sie mogen helfen, Konzepte fiir weitere Experimente
zn gewinnen.
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5. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Dargestellt werden Befunde zur Differenzierung der Blastomeren withrend der Furchung
und zur Frage einer Polaritit der jungen Keimscheibe beim Kaninchen. In einer gemeinsamen
Diskussion mit Ergebnissen, die in Teil I mitgeteilt wurden, werden folgende Vorstellungen ent-
wickelt:

1. Bei der Besamung wird eine saure Mukosubstanz in den perivitellinen Raum abge-
geben. Die Méglichkeit einer Bedeutung fiir den Polyspermieblock wird diskutiert (8. 272 f.).

2, Bei der Furchung kommt es frith zu einer Differenzierung von prisumptiven
Embryonalknotenzellen und Trophoblastzellen. Die Umwachsung der ersteren durch
die letzteren ist im wesentlichen nicht Ursache, sondern Aunsdruck der Differenzierung.

Die zwei Gruppen von Blastomeren unterscheiden sich durch die Verteilung von Proteinen,
RNS und spiter auch Glykogen, nicht aber von Mukosubstanzen (S. 248ff., 274 ff.).

3. Die funktionelle Polaritit der frithen Keimscheibe geht nicht mit einer polaren An-
ordnung hochmolekularer Kohlenhydratsubstanzen einher (S. 266 {f., 285).

4. Vor Beginn wichtiger Morphogeneseschritte wird Glykogen in den Geweben deponiert:
vor der Bildung der Blastozyste im Keim, bei der Implantation in Uterusepithel und Keim.
Wiihrend des Ablaufs dieser Prozesse wird es abgebaut (8. 2851f.).

b. Die Keimhiillen werden beim Ubergang in das Blastozystenstadium chemiseh um-
gestaltet, was sich vor allem im Neuraminsiiuregehalt kundtut. Das bedeutet, daff keine einfache
Auflagerung von Uternssekref, sondern ein Umbau stattfindet. Ein Abbau Schwefelsiureester-
haltiger Gruppen wihrend dieser Prozesse erscheint denkbar (S. 292).

6, Bei der Auflésung der Blatozystenhiillen und der Implantation scheint der Ab-
bau der Glykoproteine durch proteolytische Enzyme des Keims wesentlich zu sein. Eine Beteili-
gung von Neuraminidase und anderen Glykosidasen ist auf Grund der Substratuntersuchungen
und aus theoretischen Erwiigungen denkbar, aber nicht gesichert (3. 293 f.).
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