
•

Topochemie hochmolekularer Kohlenhydratsubstanzen usw. 247

.Mit 23 Abbildungen

Zoo!. Jb. Physio!. Bd. 75, S. 246-308 (1970)

Aus dem Zoologischen Institut der Universität Marburg (Lahn)

Topochemie hochmolekularer Kohlenhydratsubstanzen
in Frühentwicklung und Implantation

des Kaninchens

11. Beiträge zu entwicklungsphysiologischen
Fragestellungen

Von HANS-WERNER DENKER

297

272

274

286

285

288

291

2i)3

297

2GG

2GG

2G8

2G8

2G8

2G8

2G9

2G9

2G3

2(;4

2G4

2G5

2GG

Mukosubstanzen allgemein: PAS .
Saure Mukosubstanzen und interferierende RNS

Eisenkolloid-Bindungsreaktion (HaIe) .....

RNase-Labilität der HaIe-positiven Substanzen
Andere sMS-Reaktionen .

Zur Frage einer Polarität der Keimscheibe (Beobachtungen an Blastozysten-
Flachpräparaten ) .

Material und Präparationsmethoden

Ergebnisse .

Sudan schwarz B-Färbung zur Kontrolle der Kohlenhydratreaktionen

Fettextraktion nach Baker zur Kontrolle der Kohlenhydratreaktionen

Kohlenhydratreaktionen .

EntwicklungsphysioJogische Diskussion der Ergebnisse aus Teil I und Il.

Die Polarität der Oozyte .

Polyspermieblock beim Kaninchen: Subst,mzen des perivitellinen Spalts und
Reaktionen der Zona .

Die Differenzierung der Blastomeren in der Furchung und BJastozystenbildung

Physiologische und histochemische Polarität der Keimscheibe

Angaben zum Glykogenstoffwechsel in der frühen EntwickJung

Ovariale bzw. tubale Sekretion und KeimhülJenbildung

Verhalten der Blastozyste im Uterusmedium

Imphtntation der Blastozyste im Uterus.

Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Literatur .

1. Einleitung

In Teil I dieser Arbeit wurde die Verteilung hochmolekularer Kohlenhydrat
substanzen (Glykogen und Mukosubstanzen) in frühen EntwicklUllgsstadien des

Kaninchens geschildert, wie sie sich nach Fixierungen für diese Substanzen auf dem
Schnitt zeigtl). Bei Anwendung spezieller Prozeduren erg'eben sich nun Befunde zu

einigen entwicklungsphysiologischen Fragestellungen, die von besonderem Inter
esse sind:

1. Differenzierung der Furchungszellen ;

2. Histochemi~che Polarität der Keimscheibe.

Sie werden hier wiedergegeben und in einer gemeinsamen Diskussion zusam
men mit den Befunden aus Teil I besprochen.
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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 embryonie disco

From the results communicated in part I [Zoo!. Jb. Physiol. 75, 141-245 (1970)] and [I
are drawn the following conclusions:

1. The block to polyspermy may be correlated with the extrusion of an acid muco

su bstance into the perivitelline space. 2. In early stages of cleavage, two categories of cells
are differentiated: presumptive embryonie and trophoblastic cells. They differ in the
content of protein, RNA and glycogen. 3. The polarity in the early embryo nie 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.

1.

2.
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2.1. Material und histologische Methoden

In FAE fixiert, in Paraffin eingebettet und in Serie geschnitten wurden 109 Keime von
20 Tieren. Sie verteilten sich mlf die verschiedenen Entwicklungsstadien gemäß der folgenden
'I'<, beUe:

Ein unterschiedliches histochemisches Verhalten der Blastomeren ist nach den

Standardfixierungen für Mukosubstanzen, nämlich Formol-Ca bzw. Glutaraldehyd
Ca, nicht zu beobachten (s. Teil I).

Es ist aber deutlich erkennbar nach Fixierung in F AE (s. unten), wenn man

mit der Haleschen Eisenbindungsreaktion (Teil I, S. 175) oder HgBPB (Teil I, S. 211)

färbt. HgBPB bringt sie besonders klar zu Gesicht.
Dies hat mich veranlaßt, diese Untersuchungen in größerem Maßstab fortzu

führen. Das Ziel war zunächst, die morphologischen Verhältnisse zu klären und eine

Genealogie der Blastomeren aufzustellen. Darüber hinaus ergaben sich einige histo
chemische Aspekte zur stofflichen Grundlage der Blastomerendifferenzen.

Material, das auf andere Weise fixiert wurde (z. B. für die DarsteUung von Glykogen), ist

in Teil I aufgeführt. Es wird hier nur ergänzend zur Besprechnung mit herangezogen.
Materialgewinnung und histologische Technik wurden in Teil I ausführlich besprochen. Ab

weichend davon wurde hier die F AE-Fixierung (Formol-Alkohol-Eisessig) verwendet, und zwar

nach folgenden Richtlinien:
FAE (Formol-Alkohol-Eisessig):
(ALBERTAJONES-SEATON1950, DALcQ 1951)

Ansatz

1. Alkohol 60 %

2. Formol etwa 40 Gew. %

3. Eisessig

Mischung unmittelbar vor Gebrauch.

2. Zum Problem der Differenzierung der Blastomeren

(Beobachtungen an Paraffinschnitten von FAE-fixiertem Material)

Nach den Ergebnissen der entwicklungsphysiologischen Experimente von

SEIDEL (1954, 1960a) gibt es im Säugerei (Kaninchen) ähnlich wie in anderen mero
genetischen Eiern, z. B. im Insektenei (SEIDEL 1936), einen plasmatischen Faktoren
bereich, der für die Bildung der Embryonalanlage unentbehrlich ist. Bei der totalen

Furchung des Säugereies fällt dieser Bereich nur einigen oder einer der Blastomeren
zu. In irgendeiner Weise gehen von ihm Reaktionen aus, die zur Bildung einer

Embryonalanlage mit Keimscheibe und zugehörigem Trophoblast führen. Diese V or
stellungen können, weil sie auf den Ergebnissen experimentellen Eingreifens in die

Prozesse der Entwicklung beruhen, zunächst nur in einer funktionellen Sprechweise

dargestellt werden (s. SEIDEL1960 b). 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 muß prüfen, ob dafür ein mit morphologischen,

chemischen und physikalischen Methoden aufzufindendes raumzeitliches Gefüge

namhaft gemacht werden kann. Es ist dann weiterhin zu prüfen, ob dieses die Funda
mente der funktionellen Besonderheiten bildet.

Auf diesem 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 DALCQschen Schule angestellt worden (s. S. 283); sie führten 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-SEATON 1950). Morphologische Untersuchungen

der Furchung wurden von BISCHOFF 1842, vAN BENEDEN 1875, 1880, ASSI-IETON
1895a-d und GREGORY1930 durchgeführt. Die Ergebnisse sind widerspruchsvoll

(S. 275ft). Andererseits dienen als Objekte für die entwicklungsphysiologischen Aus
schaltungsexperimente vor allem Keime von Kaninchen (SEIDEL 1952, 1954, 1960a)
und Maus (TARKOWSKI1959, TARKOWSKIund 'WROBLEWSKA1967, MULNARD19(5),
während die Ratte nur von NICOLASund HALL 1942 untersucht wurde. So fehlen zu

der hinsichtlich der Histochemie am besten bekannten Spezies entwicklungsphysio

logische, zu den entwicklungsphysiologisch gut analysierten Arten topochemische
Befunde. Für das Kaninchen sollen im folgenden einige Befunde zur Differenzierung

der Blastomeren vorgelegt werden.

Stadium

25 h Vorkernstadium
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40 h
45 h
54 h
63 h
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Abb. 1. Synopsis zur Differenzierung der Blastomeren. FAE, Paraffinschnitt, llgBPB. 2GOx.

'I: (j,! h p. C.: b: G3lt p. C.; c: ß d p. C.; d:;J d p.l".; e: ß d 8 h p.l".

Trophoblast

EmbfJ'onClllmoleo

e

c

dunkler Zellen umgibt unvollständig einen Haufen heller (s. Abb. 9, 10). Diese Ver

hältnisse sind schon 40h p. c. deutlich (s. Abb. Gd). Vor diesem Zeitpunkt ist noch

keine Zelle ins Innere des Keims gelangt. Alle Blastomeren sind der Lage nach gleieh
\\"ertig, jedoch treten die färberischen Unterschiede deutlich hervor (s. Abb. 4e, 5).

Auf Grund dieser Beobachtungen liegt der Schluß nahe, daß die hellen Zellen

der frÜhesten Furchungsstadien den Embryonalknotenzellen Ursprung

geben und v. V. die dunklen Zellen den Trophoblastzellen. Um diese Vor-

A. Morphologische Darstellung der Blastomerendifferenzen

Eine vo r läufige Ori en ti erung über di e to p ogr a phis ch en Ver 11 iil t

ni s s e der Präparate, die mit TlgBPB gefärbt wurden, vermitteln die Abb. 1 a-e:
G3 h wie 3 d p. C. (Abb. 1 a-d) scheiden sich die Blastomeren deutlich in zwei

Kategorien: Eine Gruppe schwach gefärbter ("heller") Zellen wird umgeben 1'011

einem Ring dunkler, der aber nicht ganz geschlossen ist. An einer Stelle komlllen
helle Zellen mit dem perivitellinen Spalt bzw. der Zona in Beriihrung. Von den

dunklen Zellen wird ein von Keim zu Keim unterschiedlich groJ.kr Bereich der Keim

oberfläche eingenommen (vgl. Abb. La mit Lc und Ib mit Ld). Bei einer jungen
Blastozyste (3d 8h p. c., Abb. le) sind dunkel gefärbt die Trophoblastzellen, wäh

rend der gesamte Embryonalknoten als hell erscheint. 1\lan vermutet, daß die Tropho

blastzellen sich von den dunklen Zellen der Furchungsstadien herleiten, die Embryo
nalknotenzellen von den hellen, und daß die Blastozystenhöhle an der Grenze zwi

schen hellen und dunklen Zellen aufgetreten ist.
Gehen wir in der Betrachtung der Entwicklungsstadien zurÜck, so finden wir

immer wieder ein Bild, das im Prinzip dem des 3d-Keims entspricht: Ein Kranz

2.2. Erge bnisse

2.2.1. Pro tein: Hg-Bromphenolblaufärbung (HgBPB)

Ausführung

Zimmertemperatur G-12 h; Auswaschen in GO % Alkohol.

Anschließend wurden die Keime Über A 50, 40, 30, 20 und 10 in Aqua desto überfÜhrt, in

Agarose eingeschlossen (Teil I, S.158), in der Alkoholreihe entwässert und Über ZedernholzÖl in

Paraffin eingebettet (vgl. Teil J, S. 159).

Der Schnitt ist nach FAE-Fixierung besonders schwierig. Das ist vor allem auf die Existenz

der }Iukoproteidschicht zurüekzufÜhren, die ja, bei Ratte und :\I;t\ls, an denen die DALcQsche

Schule ihre Untersuchungen (nach FAE) vorwiegend durchgefÜhrt hat, fehlt. Die ilIukoproteiÜ

schicht wirÜ in FAE "teilweise gelÖst" (s. D,ILCQ 1951) und änÜert ihre physikaliseh-chemischen

EigenscJutften dahingehenÜ, Üaß sie bei der Entwiisserung extrem, weitaus stärker als uach

anÜeren Fixierungen, schrumpft, 1111(1 bei BerÜhrung (les l'araffinschnitts mit Wasser (beim

Strecken) wieder quillt. Das h;tt znr Folge, daß sich der Schnitt wirft. :\1 an lmnn (lies ni(~ht

Ünrch besonÜers energisches Strecken ausgleichen: Oberlutlb etw;t 38 oe werden die zytologisehen

Strukturen zerstÖrt. 1ch habe mir bei Üiesen Schnitten von FA E-fixierten FnrchungsstaÜien nur

(I<rdnrch helfen können, Üaß ich, jeÜenfals bei Keimen mit Üicker :\lukoproteidschieht (älter als

46 h p. e.), bei jedem Schnitt vor dem Strecken (las I\lngebende Pa.raffin mit Präpariernadeln

unter Üem Binokular entfernte. Die VerwenÜung wasserarmer Streckme(lien bringt wesentlidw

Vorteile nicht, Ü<I die ilrukoproteidschicht dann meist noch während des Trocknungsprozesses

quillt oder die Feinstruktnr der Schnitte leidet. Erprobt wurden: VerschieÜene Alkoholkonzen

trationen, Glyzerin (hiernach schwammen die Selmitte in W;\sser ab), Aceton, Methylbenzoat,

Gemisch nach RUYTER (s. RO)IEIS 1848, § iJ47). Von diesen letzteren i\Iethoden bewährte sich <1111

besten folgende Vari<lnte des Ruyterschen Gemischs: Aceton 2 ml, illethylbenzoat 2 Tropfen

(mischen), Aqua (lest. 4 ml.



262 H.-W. DEXKEH Topochemie hochmoleknlarer Kohlenhydratsnbstanzen ns\\'. 253

stellung zu prüfen, sollen zunächst Schnittbilder der Furchungsstadien genauer be
schrieben werden.

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

Von bei den Blastomeren war in allen :3 untersuchten Fällen eine mit HgB PB

geringfügig stärker tingierbar. Bei einem Ei ist in der Zelle, die insgesamt dunkler

ist, der der Furche benachbarte Zytoplasmabereich am stärksten gefärbt. Auf allen
Schnitten des Eies ergibt sich das gleiche Bild (vgl. Abb. 2). Insgesamt sind die Unter
schiede aber sehr diskret .

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

Sehr geringe Differenzen in der Färbbarkcit der einzelnen Blastomeren sind

durchaus zu sehen, jedoch so schwach, daß man die ganze Schnittserie eines Eies

(Abb. :3) durchmustern muß, um mit einiger Sicherheit bestimmte Zellen als heller
als die anderen ansprechen zu können (Abb. :3e-i). Die dunklen Zellen weisen wieder
eine gegenüber den hellen vermehrte Tendenz zu einer zentralwärts stärkeren liär

bung auf.

:35 h p. c.

Von diesem Zeitpunkt an wurde in meinem Material eine Blastomerendifferenz

recht deutlich. Als Beispiele seien cin Keim von G Zellen, einer von 7 Zellcn und einer

von 8 Zellen wiedergegeben.

Der G-Zell-Keim (Abb. 4) zeigt auf den Schnitten 1-5, (Abb. 4a-e) sehr klar

färberische Unterschiede zwischen den Blastomeren. Eine Zelle (auf den Abbildungen
rechts unten) ist sehr stark angefärbt, eine andere (oben) dagegen schwach, die

dritte zeigt ein färberisches Verhalten, das zwischen den bciden anderen liegt; sie
ist aber wohl mehr dem dunklen Typ zuzurechnen. Bei den dunklen Zellen fällt eine

.D

d

g

h

e

h

c

f

1
"

i,
."

a b

Abb.3. Keim 30 h p. c., 4 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, HgBPB. 2GOx. Auf den Abb. 3e-i ist
die unten gelegene Zelle stärker gefärbt ,tls die beiden oben gelegenen.

Betonung der zentralen Partien des Zytoplasmas auf. Diese Erscheinung läßt daran
denken, daß es sich um eine artefizielle Polarisationserscheinung handeln könnte,

wie sie bei einigen Fixierungsmethoden leicht entstehen (vgl. auch S. 269). Es ist aber
meines Erachtens nicht möglich, die vorliegenden Farbunterschiede auf diese -Weise

schlüssig zu deuten, wie folgende Überlegungen dartun:

Abb.2. Keim 25 h p. c., 2-Zellen-Stadium. FAE, Paraffinschnitt, lIgBPB. 2GOx. Z\\'ei Schnitte
vom Anf,mg der Serie von einem Keim. Die in den Abbildnngen nnten gelegene Blastomere ist
geringfÜgig stärker gefärbt.

Nimmt man ,tn, daß das Fixiernngsgemisch in gentder Front von der Seite der dnnklen
Zellen her angerÜckt \\'äre (oder umgekehrt), so mÜßten solche Polarisationserscheinungen ganz
entsprechend anch in der hellen Blitstomere zn erkennen sein, und zwar mit einem Maximum der
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die Aggregation mit HgB PB stark färbbaren :llaterials in den zentralen Zellpartien ein Spezifikum

der dunklen Zellen dar. Dies mÖgen die Abbildungen weiterer Keime, vor allem auch späterer
Stadien, vemnschaulichen.

Ein anderer Keim, hier nicht abgebildet, hat 7 Zellen. Eine Blastomere ist deut

lich heller als alle anderen. Die ihr gegenÜberliegende hat sich am stärksten ge
färbt. So erhält man geradezu das Bild eines Gefälles.

Eine strenge Scheidung der Blastomeren in zwei Kategorien, hell oder dunkel,
läßt sich bei den bishcr beschriebenen Stadien nicht durchführen. Man findet immer

wieder Abstufungen der Färbbarkeit. IVenn die Keime jedoch noch mehr ZeUen

bilden, gibt sich eine Diskontinuität zu erkennen.

Die Abb. 5 zeigt drei Schuitte eines Keims im Alter von ebenfalls ;35h p. c., der
schon 8 Zellen besitzt. Hier nimmt eine der Blastomeren in mehrfacher Hinsicht

eine :;';onderstellung ein: Sie ist selmächer als die anderen gefärbt und hat ihre größte
Ausdehnung in radiärer Hichtung. 1m Geg'ensatz 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 zeig'en die stark gefärbten Blastomeren eine besonders

starke Anfärbung des Zytoplasmas in den zum Zentrum des Keims gerichteten und

der hellen Zelle benachbarten Partien. Die helle Zelle läßt kaum eine Andeutung
einer solchen Polarität erkennen. Wie Bilder dieser Art deutlich machen, darf man

durchaus an der Vorstellung von einem artefiziellell Charakter der dargestellten
PoJarisationen zweifeln. Besonders hinweisen möchte ich darauf, daß bei diesem

Keim auch die ovalen Kerne eine Tendenz zeigen, sich wie die Zellen auszurichten:
In den dunIden Blastomeren tangential (Abb. 5a), in der hellen radiär (Abb. 5b, c).

Ob in diesem Keim nur eine ZeUe als deutlich heller den anderen gegenüber ange

sprochen werden kann oder andere sich ähnlich verhalten, kann ich nicht sagen .
Die weiteren Schnitte der Serie waren nicht genau analysierbar, weil sich die lVluko

proteidschicht daraufgeschlagen hatte.

c

.(

b

e

Abb.4. l\eim i)Ö h p. ('., I; Zellen. :-',\E, l'araffinschnitt, 11gBPB. ~I;()x.

g

,
(.,
!

d

r

{
\

a

Abb. 6.l\eim 36 h p. c., 8 Zellen. FAE, Paraffinschnitt, IIgBPB. 2GOx.

I, ZooL Jb. PhysioL B cl.i5

cba

FÜrbung an der Peripherie. Dies ist nicht (leI' Fa.lI; die helle Zelle zeigt ebenfalls eine sehr leichte

Betonung' des Zentrums. /';udem kÖnnte das FÜrbungsmaxinmm nieht in beiden (Innklen ZeHen

genau zentral liegen, sO]Hlern mÜßte znmindest in einer etwas ]1<\ch seitlich verschoben sein. Wenn

man davon ansgeht, daß (las Fixienmgsmittel von allen Seiten gleidJlnÜßig eindrang, so mÜßte

man im Gegensatz dazu Polarisationserscheinungen in genan mdiÜrer Hichtung ennrrten, die in

allen ZeHen ein FÜrbnngsmaximum an der gleichen Stelle, im Zentnun oder an der Peripherie,

hervorrufen. Dies ist nicht zn beobachten. Es treten, wie idl auch bei antleren Ii:eimen regclmÜßig

feststellte, hellen auf, die niemals derartige Polarisationserscheinungen deutlich zeigen, und tlies

sirHl stets die als heller erscheinenden Zellen. Wie wohl ans den Abbildungen einigermaßen deut

lich hervorgeht, sind die dunklen Zellen insgesamt stÜrker gefÜrbt. Eine Polarisation kann nieht
einen U ntersc hied in (Ier Geamt- Farbstoffaufnahme der ZeHe vortäuschen. :lIÖglic herweise steHt



256 11.- W. [)Jc:\]( EH Topo('hcm ic hol'llln oleklllarcr I\ohlcnhydra tSlI bstanzcn llS\\'. 257

Abb.7. I\cim 40 h p. ('. I·'AE, !'amffinsdmitt, IlgB!'H. 2:iOx .

45 h p. c.

Bei der Beobachtung von einzelnen Selmitten erhält man am häufigsten Be

fnnde, die etwa der Abb. 8 entsprechen: Zwei, rmmehmal auch eine oder mehrere

helle Blastomeren werden von dunklen vollständig mnschlossen. Schnittserien da
gegen bringen meist eine LÜcke im Kranz der dunklen Zellen zn Gesicht, durch die

die hellen in Kontakt mit dem perivitellinen Spalt steher!. Diese LÜcke bleibt unter

schiedlich groß. Sie ist von der Breite mehrerer Zellen wie in Abb. 9 oder häufiger
nm einer Zelle wie in Abb. 10. Wenn ich die LÜcke auch manchmal nicht deutlich

sah, so konnte ich ihre Existenz jedoch in keinem Fall sicher 111lsschließen: Die er-

:Jlitose. Ein Zusammenhang zwischen allen hellen Zellen mag aber bestehen (vgl.
Abb. 6 e, f). Der hier dargelegte Befund wird noch zu dislmtieren sein.

Ein anderer 40-h- Keim ist in Abb. 7 wiedergegeben. Er zeigt deutlich einige

besonders dunkle Blastomeren (auf der Abbildung zwei). Die Übrigen sind heller, mn

hellsten diejenige, die im Zentnun liegt. Die dnnklen Zellen besitzen eine grob
maschige Zytoplasrnastrnktur iu der Umgebnng der Kerne, aber keine Polarität.

Das Zytoplasma der hellen Zellen ist feinkörnig strukturiert, am feinsten das der
zentralen Zelle.

.~ ...
f

cba

d

40 h p. c.

Die Bilder des in Abb. 6 dargestellten Keims von 12 Zellen lassen sieb gut an

die vom zuvor beschriebenen anschließen: Eine Gruppe von 3 hellen Zellen wirdllll

vollständig lllnfaßt von einem Kranz dunkler. Die beim vorigen Keim dargestellten

zytologischen Charakteristika sind nur schwach ausgeprägt, aber wohl erkennbar.
Die Schnitte auf Abb. 6f-h zeigen nun allerdings etwas Überraschendes: Hier
scheint eine helle Blastomere auf der Gegenseite zwischen den dunklen Zellen hin

durch den perivitellineu Spalt (bzw. die Zona) zu erreichen. Die hellen Zellen der
Abb. Ge sind auf Abb. Gg nicht mehr getroffen; an ihrer Stelle liegen dnnkle, mit

Abb. G. I\eim 40 h p. (',,12 Zellen. fAE, I'nraffin.sehnitt, IlgDPH. 2(;Ox.

8 9 10

Abb.8-10. Keime 46 h p. ('. FAE, I'araffins('hnitt, JlgHPH. 2()Ox.

"g

17*
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haltenen Schnittbilder ließen immer die Möglichkeit offen, daß diese Verbindung in

den ersten oder letzten Schnitten der Serie lag, bei denen naturgemäß wegen der ge
ringen Zahl der getroffenen Zellen eine Einordnung als dunkel oder hell nicht immer

sicher möglich ist. Für eine solche Einordnung ist der Vergleich mehrerer Zellen
eines einzigen Schnittes notwendig. Liegen diese auf verschiedenen Schnitten, so

wird der Vergleich unsicher, da die Stärke der Färbung in verschiedenen Schnitten

auch bei paralleler Behandlung oft verschieden ausfällt.
Die zytologischen Charakteristika der einzelnen Zellen entsprechen den bereits

dargestellten: Zellen und Kerne sind im Fall der dunklen Blastomeren meist tangen-

;) d p. c.

Auf meinen Schnitten von dreitägigen Keimen hat sich das bisherige Bild im

Prinzip nicht verändert. Der Teil des Umfangs, auf dem die dunklen Zellen die hellen

umgebon, ist nach wie vor von Keim zn Keim unterschiedlich groß (s. Abb. 1 c, d).
Eine Verbindung der iVlasse der hellen Zellen zur Oberfläche besteht aber stets.

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

tial gestellt, im Fall der hellen rund oder radiär gestellt; das Zytoplasma der dunklen
Zellen ist in den zum Zentrum gelegenen Partien verdichtet.

54 h p. e.

Die Schnitte, die ich von Keimen aus diesem Stadium habe, ähneln vollständig
denen vom 45-h-Keim der Abb. 9 und 10 und vom 40-h-Keim der Abb. Gc-e mit

dem Unterschied, daß sich die Zahl der Zellen vergrößert hat: Ein Haufen heller
Zellen wird unvollständig umgeben von dunklen. Die Zytologie ist im wesentlichen
wieder gleich.

(;;) h p. c.

Auch zn dieser Zeit bleibt die Topographie der Keime im wesentlichen die
gleiche. Während sich die Zellen weiterhin vermehren, ist nach wie vor die i\Tasse

der hellen Zellen von du nklen noch nicht gnnz umgeben. Die dunklen Zellen zeigen

die Verdichtung des Zytoplasmas in den zum Zentrum des Keims gerichteten Partien.

Zellen und Kerne (Abb. llf, h) sind meist in der Tangentialrichtung gestreckt. Die
hellen Zellen lassen eine Polnrität des Zytoplasmas nicht erkennen. Sic sind nicht
gestreckt, sondern eher rundlich. Ihre Kerne haben sich radiär ausgerichtet (Abb.Hf).

Das Ausmaß, in dem die dunklen Zellen die hellen umgreifon, ist von Keim zu Keim
unterschiedlich: Obwohl Inan meist Bilder findet, die den Abb. H d-f entsprechen,
sind bei anderen Keimen nur geringe Bereiche der Oberfläche des inneren Zellhaufens

frei. Andererseits hat man den Eindruck, daß die Bedeckung auch an mehreren
anderen Stellen kleinere LÜcken aufweisen kann.

/':<.,<~:-."-~=~:'~'"
/s~ ,"

'f

/~.
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Abb.11. Keim Gi) h p. e. FAE, P<traffinsehnitt, llgBI'H. 2GOx.

,h i

;) d 4 h p. c.

Zu dieser Zeit fand ich die Keime teils im Uterus, und zwar unmittelbar an der

TubenmÜndung, teils im unteren uterinen Abschnitt der Tube. Diejenigen, die aus

dem Uterus ausgespÜlt wurden (7 Keime), ließen 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 öffnet, durchtrennt.

Ich wählte dieses Stadium, um so weit wie möglich das Schicksal der hellen bzw.

dunklen Blastomeren beim Übergang ins Blastozystenstadium aufzuklären. Als Bei
spiel bringe ich zwei Abbildungen von Schnitten, die fÜr viele ähnliche stehen. Bei
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dem Keim der Abb. 12 ist offen bar gerade ein Spalt aufgetreten zwischcn den du nklen
und heUcn ZeUcn. Tm Schnitt sind die dnnklen Zcllen etwas iiber den nnteren Rand

des Ihufens der heUen geraten nnd befinden sich daher in einer anderen Ebene. Der

Keim auf Abb. U besitzt bereits eine dent\iche Blastozystenhöhle. Die Trophoblast

zellen sind stark, die EmbryonalknoteJlZellen schwach gefärbt. jlan wird danach die

Tl'ophoblastzeUen von den dunklen Blastomeren und die Embryonalkllotellzellen

von den heUen herleiten. Auf eine solche Herknnft deuten neben der Art der Färbung'

auch Form und Ausrichtung dcr Zellen und der 1(erne. Eine Grenze zwischen

dunklcn und heUen Zellen vermag ich in elen seitlichen Partien des Keims aUerdings
nicht exakt zu ziehen.

3 d 8 h p. c.

Ein Schnitt von einem Keim dieses Alters, den ich aus dem Uterus ausspiilte,

ist in der Abb. 1e dargestellt. Die ErnbryonalknoteJlZellen haben sich deutlich schwä

cher gefärbt als die Trophoblastzc\len. Letztere sind wie ihre I\erne in der Tangen

tialrichtung gestreckt, während die ersteren als abgerundet erscheinen. Der Tropho

blast bedeckt auch die Oberfläche des Embryonalknotens. Auf eilligrm Sclmittell

sicht es so ans, als bestÜnde eine LÜcke in dieser Bedeckung (s. Abb. 1 e). Da die

Tl'ophoblastzeUen aber sehr gestreckt und ihre Handpartien sehr cHinn sind, ist eine

sichere Beurteilung ihres Zusammenhanges mit dem Lichtmikroskop nieht möglich.

4 d p. c.

Zu diesem Zeitpunkt liegt sehon eine typisehe 13lastozyste vor. Der Embryonal

knoten hat sich zur Keimscheibe abgeflacht. Die Trophoblastzellen sind sehr stark

gestreekt nnd beeleeken die Keimscheibe vollständig als Haubersehe Deekschicht.

Ü:ine Bewertung des färberischen Verhaltens ist wegen der starken Abplattung der

Zellen nicht mehr mög1ich.

ß. H istochemisehe Betrachtungen zu den Blastomerendifferenzen

naeh IIgBPB- Färbung

Die HgBPB-Färbung wird als allgemeine Proteinfärbung aufgcfafH, stellt aber

vielleieht doch bevorzugt basische Proteine dar (s. TeilT, S. 211). Die Frage der Holle

der Pl'otein-Aminogruppen bei der 1-lg13P13-Färbung mnß ZHJ' Zeit als nnentsehiedeJl

geltül1. Über eine Bedeutung solcher Gruppen [iir das Zustandekollllllen der ge
schilderten Bilder von den BIastomerendifferenzen könnten daher nur weitere Pro

teinfiirbungen A nskullft gebell.

Auehmit versehiedelleJl anderell Färbungen, sofern diese das Zytop1asma deut

lieh tingieren, z. B. mit starker Haemalaun-Färbung (Abb.14), stellt man naeh

FA E-Fixienl1lg unter dell Blastollleren sehwache DiffereJlzen fest. 1\lan darf daher

wohl die mitgeteilten Iärberischen DifferenzeIl znniiehst sehlechthin als Ausdmck

einer untersehiedlich diehtcm Lagerung der Proteine des Zytop1asmas deuten.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, weshalb naeh anderen Fixie

rungen als FAI,: solehe Differenzen nicht siehtbar sind (Bouin s. Abb. 16, Glutaral

deh~'cl-Ci1 s. Abb.! G). FA I~ ist ein Fixiertmgsgemiseh, das fÜr zytomorphologisehe

LJntersuehungen sehr gnt geeignet zur Darstellung von Proteinen aber nieht optimal

ist. Naeh Formol- und Glutaraldehydfixienmg wiedel"llm sehnllnpfen die Zellen

stark, naeh FAE kaum. Es ist daher zu erwarten, daß eine unterschiedliehe Diehte

eies Zytoplasmas eInreh FAE besser erhalten wird. Andererseits wire! dureh FAE

DnbrYlJ/iallmolen I

14 H;

Abb.12. Keim B d 4 h p. c., ,ms dem Uterus. j;AE, l'amffinschnitt, llgBPB. 21;Ox. Zwischen

den dunklen Blastomeren und der Masse der hellen ist gerade ein Spalt aufgetreten; die ersteren

hilben sich etwas auf die letzteren gelegt inf01ge unvollkommener Streckung (les Schnitts.

Ab b. IB. Keim 3 d 4 h p. C., ,LUS dem Uterus. FA E, Paraffinschnitt, 11gB PB. 2(;0 x. Es hand el t

sich bereits eindeutig um eine junge Blastozyste. Die Trophoblastzellen sind dunke1 gefiirbt.

12

Trophoblast

1B
;\bb. 14. I~eim G3 h p. c. FAE, l',LJ'affinschnitt, I-lE. 2(;Ox. :'\aeh HE-Fiirbung sind eben ,LIl

gedeutete BI astomerendifferenzen erkenn bar.

,-'\bb. Ir.. Keim B d p. c. Bouin, Para.ffinsc1mitt, Hg·BPB. 2GOx. Blastomerendifferenzen sind
!lieht erkennba.r.

Abb.1G. Keim B d p. c. G lutaraldehyd-Ca, l'<LJ'affinsehnitt, HgBl'B. 21,0 x. Blastomerendiffe

renzen sind nieht erkennbar. Die i\lukoproteidsehieht ist so seh\\"ach gefärbt, daß sie niC'ht zur

Darstellung kommt.
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2.2.3 . .:\Iukosubstallzen und interferierende RNS nach FAE

2.2.3.1. 1lukosubstanzen allgemcin: PAS
Die PAS macht an Schnitten von FAE-fixiertem .Material eine sehr diskrete

Blastomeren-Differenz sichtbar, die im Einzclnen ganz den Ergebnissen der HgBPB

Färbung entspricht (Abb. 17 a). Nach Amylase-Behandlung sind die Bilder ähnlich,

aber noch wcniger deutlich.
Eine Verteilung von lIukosubstanzen, die der der HgPBP-positiven Proteine

entspricht, darf also fÜr FAE-fixiertes Material angenommen werden.

Da sich nach diesen Fixierungen die Struktur der Keime sehr "iel weniger gut erhält als

naeh FAE, ist eine germuere Auswertung ersehwert. Beeinträchtigt wird sie dadureh, (laß diese

Fixiernngsmittel am Glykogen mit Sieherheit l'oIarisationserseheinungen hen'onufen könn.en

(vgl. dazu Abb. 18). Außerdem ist bekannt, di\ß das Glykogen VOll hellen, die in verschiedeller

Tiefe eines Gewebsblocks liegen, unterschiedlich gut fixiert wird. Dies bedeutet eine Einsehräll

kung der Aussagekraft dieser Untersuchungen.

Bei IIgBPB- Färbung von Schuitten Rossman-fixierter Dier wurden die inneren. ZeileIl IIn

erw<trteterweise wie mit der PAS stärker gefärbt als die äußeren. Dit das Glykogen bei diesen

Fixierungen als Protein- Komplex erhalten wird, stÜtzen diese Beobitchtungen die auf S. 2(;2 dar

gelegte Vorstellung vom hnstandekommen der FA E-IIgBI'B-Bilder: Protein, das mit parapla:;

mi\tisehen Snbstanzen (hier Glykogen) assoziiert ist, wird evtl. dnreh FAE extrahiert. Dadureh

erscheinen Zellen, die reich an so lehen paraplasmatischen Substanzen sind, nach FAE-ll~I{I'H
hell.

Insgesamt scheinen mir die erhaltenen Befunde dafÜr zu sprechen, daß 3 d p. c.
tatsächlich ein besonderer Heichtum der inneren Zellen an Glykogen besteht.

Abb.18. Keim;) d p. c. (;endre, I'araffinschnitt, Glykogendarstellnng in der Bulmer-Technik.

2GOx. hwischen präsumptiven l~mbryonalknoten- und Trophobh\stzellen ist ein artefizieller

Sehrumpfungsspidt aufgetreten. Glykogenreichtum der inneren Blastomeren. Die äußeren hellen

zeigen eine sehr deutliche Glykogen-Aggregation in den zentralen Zytoplasmapartien. Dies er

innert an Polarisationserscheinungen im Ri\hmen der Alkoholflucht des Glykogens. hona nnd

vor <tllem :\Iukoproteidschicht erwiesen sich als partiell resistent gegenÜber Amylase.

.I
/

I
/

sicher eine Reihe von Substanzen aus dem Gewebe extrahiert (sl\IS s. S. 260,

Glykogen s. unten; auch lipidlösliches ~Vraterial infolge der Alkoholkomponente).
Protein, das mit paraplasmatischen Substanzen assoziiert ist, könnte mit ihnen

extrahiert werden. Dadurch könnte eine unterschiedliche Dichte der Übrigen Zyto
plasmaproteine deutlicher hervortreten (vgl. S. 28lf; zur Extraktion von 1-1 istonen

durch Essigsäure vgl. DrcK und JOIINS 1068). Man mÜßte also offenlassen, ob außer
durch unterschiedliche Gesamtkonzentration von Protein auch durch eine besondere

Verteilungsweise einzelner Protein-Fraktionen oder anderer Substanzen die unter

schiedlichen färberischen Eigenschaften der Blastomeren bedingt sein können.

2.2.2. Glykogen

In den Furchungsstadien findet sich Glykogen n ach VA E auch nach Vennm

dung der empfindlichen Bulmer-Technik nur sehr spärlich, und z\yar ähnlich verteilt
wie das HgBPB-färbbare Material (Abb. 17) (l\Iethodik s. Teil I, S. 16S).

Glykogen wird durch FAE in vielen Organen zwar erhalten, doch ist diese (\'ixie

rung sicher nicht optimal (zur Glykogen-Fixierung vgl. Teil T, S. 162). So erschien es

mir als denkbar, daß eine in oder nach FAE lösliche Glykogen-Fraktion extrahiert
worden war, und daß möglicherweise die zurÜckgebliebenen LÜcken zu einem Nega

tivbild der Gesamt-Glykogen-Verteilung gefÜhrt hätten. Ich habe daher Furchungs
stadien mit Glykogen-Fixierungsmittcln behandelt und mit der Bulmer
Methodik auf Glykogen untersucht, und zwar die Altersstufen 25 h p. c., 35 h p. c.,

45 h p. c., S d p. c. und 3)13 d p. c. Die Ergebnisse wurden bereits in Teil I (S. 164)

geschildert und sollten hier nur noch einmal rekapituliert werden. S d und 3);3 d p. c.
zeigt sich ein unterschiedlicher GI~-kogen-Reichtum der inneren und der äußeren

Blastomeren: Die inneren Blastomeren enthalten eine höhere Glykogen- [(ollZen

tration (vgl. Abb. 18, Teill Abb. 16).

a b

Abb. 17. Keim 64 h p. c. FAE, Paraffinschnitt. 2GO x .

a) PAS. Blastomerendifferenzen ähnlich wie nach HgBPB.

b) Glykogendarstellung in der Bulmer-Technik. Blastomerendifferenzen wie in Abb. 17 a.

c) Wie Abb. 17b, doch Amyl<tse-Beh<tI1(llung. Die inAbb.17b <tngefärbten Subst<tnzen der Blasto

meren sind Arnylase-1abil.

r
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),bb. UJ. Keim 4iJ h p. e.FAE, Pamffinsdll1itt, Haie-Reaktion, RT\ase-Kontrolle. 2GOx.

a) HaIe. Die z\\"ei inneren Blastomeren sincl stärker gefärbt als die äußeren.

b) Haie - Kerneehtrot. Dieser Keim zeigt (hei innere Blastomeren. Sie geben amh hier eine
stiirkere HaIe-Reaktion ,ds die iiußeren.

l') H:'\,\se - Haie. T\ach RNase-Ein\\"irkung "erbleibt keine Haie-positive Substanz in den
Blastomeren.

Hesultat

Ergebnisse

üm nähere Aufklärung Über die positive I-Iale-Heaktion bei FAE-Fixierung

(S. 2(4) zu erhalten, fÜhrte iehKontrollen mit Hl\'ase-Behandlung dure!l. !-lier war
ein Effekt demonstrabeI: Die Blastomeren der behandelten Schnitte wurden Hale

!legatiL Nur in deu KeimhÜllen verblieb positives:.\Iaterial (Abb. 1ge). lVfanlllÖchte
daher sehließen, daß es sich bei der Haie-positiven Substanz in diesem Fall mll

I-L.\'S gehandelt hat. Dazu ist Z1I bemerken, daß die I-jale-Heaktion gnmdsätzlich

!licht streng spezifisch für sl\IS ist. In der hier verwendeten 1\Iodifikation nach
i\!OWIlYist zwar aueh nach meine!l Beobachtungen die Spezifität sehr gut, wenn die

Objekte mit Formol-Ca oder Glutaraldehyd-Ca fixiert worden wareIl. Es ist aber
\\"ohl Z1Ivermuten, daß die Verhältnisse nach einer inadäquaten Fixierung wie FAE

Hnders liegeJ1: FAE ist ein sehr schlechtes Fixierungsgemisch für s.JLS(vgl. S. 26\)).
Daher liifh sich eine nach FAE färberiseh siehtbare Blastomeren-Differenz

kaulll auf die Verteilung von s1\1S zurÜcldÜhren . .i\ukleinsäuren andererseits

werden durch FAE gut, wenn auch wohl nicht optimal erhalten (vgl. PEARSE

1%8). Die Y orstellung, daß die I-laIe-positive Substanz RNS ist, wird ferner gestÜtzt

durch folgende Beobachtungen: Diese Substanz ist offen bar schon durch gering
konzentrierte Salzlösungen extrahierbar. Nach Behandlung der Schnitte mit dem
Puffergemisch der NAase (TeilT, S. 1\)9) oder mit 0,9 % l'IaCI-LÖsung (Kontrolle für

Hyaluronidase) fiel die Reaktion negativ aus. Ein solches Verhalten ist von RNS

~laterial

1. R~ase, 4x kristallisiert, salzfrei (Fa. Carl Hoth, Karlsrnhe), wäßrige Lösung, O"j mg/mZ

(\\/v).

2. illaterial fÜr Fiirbung (Ilale) s. Teil I, S. 17ii.

Die Fiirbnng VOll H:'\S-haltigen Substanzen ist nach I{~ase-He]wndlung im Gegensatz znr

I\olltrolle ab!,esch\\'Ücht oder negativ.

1\usfiihrung

Entparaffin ierte, luftgetroekn.ete Sehnitte.

1. 1{;'Iase-Lösung;\7 °C. 1, 2 bz\\". IJStd. Inkulmtion in KÜvette. Kontrolle: Aquadest. dto.

2. Fließend Leitungswasser !) ~Iin., 2x Aqua desto

:3. Fiirbung: Ilale s. Teil I, S. J7!).

2.2.:U.2. RNase-Labilität der Hale-positiveu Substanzen

Prinzip

Eine Spaltbarkeit der Substanzen durch HNase (Ribonllklease) wird nach den

gleichen Prinzipien geprÜft, die fÜr die l\'Aase- (Teil I, S. 1\)4) und Hyaluronidase

(TeiJ T,S. 205) Anwendung geltOll. Ist die Substanz spaltbar, so besagt dies, daß es
sich um HNS handelt.
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2.2.3.2. Saure l\lukosubstanzen und interferierendeRl\'S

2.2.;J.2.L Eisenkolloid-Bindungs-Reaktion (HaIe)

Die Halesche Eisenkolloidbindungsreaktioll in der }[odifikation VOll lVfOWIlY

(19G3) bringt Blastomerendifferenzen etwas wechselnd, aber doch oft sehr deutlieh
zu Gesieht, wenn die Schnitte von FAE-fixiertenKeimen staml1lCll. leh habe die

Stadien 45 h nnd 3 d p. e. daraufhin genauer nntersneht.

46 h p. e. (etwa 14-18 Zellen) werclen die nach IlgBPB helleren Blastomeren

stärker gefärbt (Abb.19a, b). Außerdem zeigen die nach HgBPB dunklen (äußeren)
Zellen eine Aufhellung in clen dem Zentrum des I\eims, cl. h. den präsumptiven

Embryonalknotenzellen, zugekehrten Z.vtoplasmabereiehe1l. DenlIweh ergibt sich

ein zu HgBPB vÖllig komplementäres Verhalten.
An den älteren Keimen des .Jlorula-Stadiums (3 d p. c.) konn te ich allerdings

bei den wenigen Präparaten, die ich angefertigt habe, vergleiehbare Feststellungen
nieht maehell. Hier hatten sich die präsumptiven Trophoblastzellen stärker tingiert.

In jedem Fall waren die Hale- Heaktion insgesamt und aueh die Blastomeren
differenzen nach alkalischer Vorbehandlung (Verseifung, Teil T, S. IS\)) verstärkt.

Bei Anwendllng anderer Heaktiol1ln1 auf sl\lS habe ich naeh FAE und naeh

s}IS-Fixierunge1l (Teil I, S.157) eindeutig Blastomerendifferenzen nieht geselHn1

(s. S.173). Daher war eine Prüfung notwendig, ob die Hale-Heaktion nach FAE wirk
lich sJ\TSdarstellt. Sie wurde u. a. mit Hibonuklease (Hl\'ase) dllrchgefiihrt (s. u.).
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•

F la ch prä par at e wurden d<1durch hergestellt, d<1ßder KeÜn vom abembryon<11en Pol her
in den MeridÜtnen bis ,tU den R<1ndder Keimscheibe aufgeschnitten und flach <1usgebreitet wurde

(prinzipielles Vorgehen n<1chSEIDEL, unveröffentlicht; vgl. <1uchVANBENEDEN 1880, MoOGund
LUTWAK-MANN1958, LUTWAK-MANNund HAY 19(2). Die Blastozystenhüllen als bei weitem

kohlenhydratreichste Struktur mußten entfernt werden, da ihre Färbung die der Keimscheibe
Überdeckt. Die Methode von LUTwAK-MANNu. a., bei der in Methanol fixiert wird, war daher

nicht zu verwenden, denn in allen Methanol- oder Äthanol-haltigen Fixieringsgemischen ver
kleben Keimhüllen und Keimgewebe unlösbar miteimwder. N,Lch Fixierung in Formol-Ca werden

die Hüllen spröde und schwer zu handh<1ben; nach Bouin, welches SEIDEL verwendet, lassen sie
sich leicht abziehen, aber die sMS werden schlecht erhalten. Daher habe ich n<1ch einigen Ver

suchen zur Fixierung ein GJutamldehyd-Ca-Gemisch verwendet, das in Anlehnung an WEISSEN

FIcLS(19G7) für die Fixierung von sj\iISund für die Belange des Kaninchenkeims modifiziert wurde
(Teil I, S. 1fJ7). Nach Entfernung der Hüllen wurden die Keime in einem alkoholischen Medium
mtehfixiert; hier schmmpfen sie, so daß man sie an einen Objektträger antroeknen kann, ohne
d,Iß sie bei späterer Entwässerung reißen. Man kann nun sämtliche histochemischen Prozeduren
<1mKeim a.usführen und hat nieht zu befürchten, daß er zerstört oder in stark gefärbten Lösungen

verlorengeht.

Ausführung

Fixierung

<I) Für histochemisehe Zwecke Glutaraldehyd-Ca:
Ansatz: L Glutaraldehydlösung 25 'Jlo

2. Na-cacodylat-HCl-Puffer 0,05 m plI 7,05 mit 1 % CaC12 (w/v) 92 ml
1. und 2. werden unmittelbar vor Gebraueh zusammengegeben; der plI wird erneut

eingestellt.

Ausführung: 4°C, 12 h.

b) FÜr morphologische Zweeke Baum s. ROMElS1948, § 305.
Präparation im Fixierungsgemisch: Unter dem Binokular Einschnitt in die KeimhÜllen,

ilbziehen mit 2 feinen Pinzetten. Aufschneiden der Blastozyste vom ab embryonalen Pol aus in
den Meridianen bis nahe an die Keimscheibe.

:'Ilachfixierung in einem alkoholhaItigen Gemisch: Hierbei schrumpft der Keim, so daß er
naeh RückfÜhrung ins Wasser auf einem Objektträger angetrocknet werden kann, ohne beim

späteren Entwässern zu zerreißen. Zum Übergang in dieses Gemisch wird der flaeh a.usgebreitete
Keim zunächst mit einem Deckglassplitter bedeckt, anschließend wird das alkoholische Fixie

nmgs mittel zugetropft :

:'11ach Glutaraldehyd oder Formol-Ca:
Ansatz: Formol etwa 40 Gew. %

Alkohol 96 %
Ca-acetat

(LILLJE 19(5)

bekannt (s. PEARSE 1968). Übrigens machte dieses die Prüfung der dargestellten
Substanzen auf NAase- oder Hyaluronidase-Labilität unmöglich, da dabei diese Salz

lösungen zur Kontrolle verwendet werden müssen.
Beim HaIe-Effekt könnte es sich natürlich auch um eine unspezifische Anfär

bung von Protein handeln, und zwar kämen die negativ geladenen Gruppen der

Proteine als Bindungsorte fÜr das Eisenkolloid in Frage. Damit wÜrde auch das zu
mindest 45 h p. c. komplementäre Verhalten im Vergleich zu HgBPB erklärt sein,

sofern HgBPB die positiv g'eladenen Gruppen darstellt. Auf Grund der Ergebnisse
der RNase- Behandlung scheint mir jedoch die Annahme berechtigt, daß RNS in dC11

Blastomeren 45 h p. c. in verschieden starker Konzentration vorliegt, und zwar siml

die präsumptiven Embryonalknotenzellen daran reicher als die präsumptiven '1'1'0

phoblastzellen. Die RNS verhält sich damit im Vergleich zu den mit HgBPB dar
gestellten Proteinen komplementär.

2.2.3.2.3. Andere sMS-Reaktionen

Geprüft wurden nach FAE-Fixierung: AB (Teil I, S. 172), LID und LID-Aß
(Teil I, S. 178), Toluidinblau nach KRAMEI{und WINmtDM (Teil I, S. 182), HID und

HID-AB (Teil I, S. 184) sowie die Effekte einer alkalischen Vorbehandlung (Teil T,

S. 189) und der Einwirkung von NAase (Teil T, S.194). Von diesen Reaktionen brachte

nur Toluidinblau gelegentlich sehr schwache Differenzen zu Gesicht. Diese Färbung

habe ich jedoch sehr wenig verwandt, da sie neben sMS auch Nukleinsäuren tingiert
und daher fÜr eine histochemische Untersuchung von intrazellulär gelegenen Muko

substanzen schlecht geeignet ist.
Nach Fixierungen fÜr sMS (Formol-Ca, Glutaraldehyd-Ca) habe ich mit keincr

der in dieser Arbeit verwendeten Reaktionen eindeutig Blastomerendifferenzcll

sehen können (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 Polarität der Keimscheibe
(Beobachtungen an Blastozysten-Flachpräparaten)

Es war zu prÜfen, ob sich mit den von mir verwendeten Kohlenhydrat- Reak
tionen eine Polarität der Keimscheibe zeigen läßt, bevor sie morphologisch faßbar
wird. Zu diesem Zweck wurden von Blastozysten der Stadien 4-6 d p. c. Flach

präparate hergestellt und untersucht. Zur Gestalt solcher Flachpräparate vgl. Teil I,
Abb.9.

3.1. Material und Präparationsmethoden

Verwendet wurden 42 Blastozysten, die sich auf die einzelnen Stadien gemäß der folgen
den Tabelle verteilten:

Stadium

4 d p. c.
5 d p. c.
(j d p. c.

Zahl der Keime

13

12

17

8 ml

10 ml
90 ml

0,5 g
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AusfÜhrung: 4 oe, 24 h;
nach Baum: Gendre (s. Teil I, S. 15G).

Alkoholreihe (10 'I<) - Stufen), Aqua desto
Ausbreiten auf Objektträger, ;wtrocknen.
Färbungen usw. wie Schnitt.

Da in MateriaJ, das nicht in Paraffin eingebettet wurde, Lipide erhalten bleiben

können, habe ich zur Kontrolle der Kohlenhydratreaktionen Lipidnachweise durch
gefÜhrt (vgl. auch Teil I, S. 172). Dabei habe ich auch eiuige Präparate untersucht,
die nicht nachfixiert worden waren.

P>.2. Ergebnisse

3.2.1. Sudanschwarz-B-Färbung zur Kontrolle der Kohlenhydrat
reetktiollen

Wie die Sudanschwarz-B-Färbung zeigt, sind in den Blastozysten Lipide nur in

spärlichen Mengen vorhanden. Eine geringe tröpfchenartige Allfärbung femd sich im

Bereich der Keimscheibe und des Trophoblasten in gleichmäßiger, uncharakteri
stischer Anordnung.

3.2.2. Fettextraktion nach BAKER zur KontroJle der Kohlenhydrat
reaktionen

Die PAS und auch AB werden durch BAKER-Extration deutlich abgeschwächt,

was auf einen Anteil von lipidlöslichen Substanzen am Ausfall dieser Heaktionen
hinweist. Am Verteilungsmuster (s. unten) änderte sich durch die Extraktion nichts.

3.2.3. Kohlenhydratreaktionen
PAS S. Teil I, S. lGG; AB s. Teil I, S. 172; LID-AB s. Teil I, S. 178; AB-AG S. Teil I,

S. 181; HID-AB S. Teil I, S.184; Verseifung s. Teil I, S.18~J. Nachweis gebundener NA mit NAase
S. Teil I, S. 194).

Mit diesen Methoden konnte ich an 4 d und 5 d-Keimscheiben eine Polarität

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 deutlich
in einem umschriebenen Bereich des Keimscheibenrandes konzentriert ist. Dieses

Feld ist von der Keimscheibe durch eine Zone schwächerer Färbung abgesetzt;

6 d p. c. liegt es stets mehr zum V orderellde der Keimscheine hin. Seitlich ist es aber

nie scharf begrenzt, und ich vermag nicht zu sagen, ob metn seiner Lage 5 d p. c.

eine Bedeutung beimessen kann.
Die Keimscheibe selbst zeigt eine Verdichtung von PAS-positivem und alciano

philern Material am Vorderende und in der Mitte ab 6 d p. c. Die Verdichtung scheint
mir auf die hier größere Zelldichte zurÜckzufÜhren zu sein. Die Substanzansammlung

ist ebenfalls, aber weniger deutlich, NAase-labil. Da zu dieser Zeit V order- und

Hinterende der Keimscheibe morphologisch gut zu erkennen sind, erschien mir eine

quantitative Auswertung nicht als lohnend. Durch etlkalische Vorbehandlung wird
die AB in jedem Fall verstärkt, am beschriebenen Muster ändert sich dadurch nichts.

Zusammenfassung der Ergebnisse zur Polarität der Keimscheibe

Eine Polarität 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 Keims!Jheibenumgebung ist nicht sicher. Die Blasto
zyste ist arm an Lipiden.

4. Entwicklungsphysiologische Diskussion der Ergebnisse

4.1. Die Polarität der Oozyte

Die zytochemische Analyse der frÜhesten Entwicklungsstadien beansprucht das

besondere Interesse des Entwicklungsphysiologen, da in der Oozyte eine räumliche

Ordnung vorgegeben sein muß, wenn sich ein strukturell gegliedertes System daraus
entwickeln soll. Entwicklungsphysiologische Experimente zeigen die Existenz ge

ordneter "Faktoren bereiche" oder "Zentren" (vgl. SEIDEL 1936, 1952 a, 1960 a). In
zytochemischen Untersuchungen ist oft versucht worden, dedÜr topochemische Kor

relate zu finden (s. die Arbeiten von DALcQ, MULNARIJ,ALBERTA JONES-SEATON).

Versuche zur Lokalisierung innerhalb des Zytoplasmas sind aber mit einer besonderen

Problematik behaftet. Wegen der Bedeutung, die diese Problematik auch fÜr die
Analyse von Furchungsstadiell besitzt, soll sie hier an Hand eigener Beobachtungen

an Oozyten kurz besprochen werden.

Fixiert man ein Ovar mit FAE, so sieht man auf dem Paraffin schnitt von Se

kundär- und Tertiärfollikeln (s. Abb. 20) die Z on a auf der oberflächennahen Seite,
d. h. der Seite, von der die Fixierungsmittelfront heranrÜckte, meist aufgelöst. Beim

Strecken entsteht hier leicht ein Spalt. Dieser Effekt wurde auch von DALCQ,dessen
Schule FAE viel verwendet hat, beobachtet (DALcQ 1951) und auf eine partielle

Lösung der sMS der Zona durch das Fixierungsgemisch zurÜckgefÜhrt. Im Zyto
plasma findet man an der zur Mitte des Ovars gelegenen Seite oftmals eine stärkere

Färbung mit dem Maximum unter dem Plasmalemm. Dies tritt bei verschiedenen

Färbungen, sofern sie Überhaupt das Plasmet tingieren, ein (eigene Beobachtungen
nach HgBPB und HaIe; vgl. Abb. 20). Die ziemlich konstante Letge dieser stärker

gefärbten Zone zum Zentrum des Gewebsblücks hin muß zur Frage veranlassen, ob
es sich hier nicht um ein Artefakt handelt, insbesondere unter BerÜcksichtigung

dessen, was eben Über die Zona gesagt wurde. F AE als alkoholisches Fixierungs

gemisch vermag ganz sicher zu Polarisationserscheinungen zu führen, wie sie am
besten von der Alkoholflucht des Glykogens bekannt sind: Stark hydrophile und im
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.\bb.21. Keim 2Ö h p. c., retardiertes Vorkernstadium. FAE, Par,tffinschnitt, HgBPB. 2GOx.

Drei Sehnitte aus der Serie \'on einem Ei. In den Abb. 2111 und e ist der unten gelegene Teil des
I\ytoplasnms et\\",t stiirker gcfiirbt.

FA E-fixierten ungefurchten Eiern kann man nach 11gBPB und I-laIe oft durchaus

stiirker gefiirbte Zytoplasmapartien erkcnnen (vgl. Abb. 21 a, c). Ihre Lage zu der
durch die Lage des Kerns gegebenen Hauptachse ist aber bei den verschiedencn

Eiern nicht gaJlZ konstant. ,\'enn Überhanpt l'olarisationserscheimmgen als Fixie
rungsartefakt auftreten können, so ist auch dic Fixierung eines isolierten Eies nicht
ein sicheres JIittel. sie vÖllig zu verhindern. :i\Ian wird kaum damit rechnen kÖl111en,

daß das FixilllS wirklich exakt gleichmäßig von allen Seiten her eindringt. Wenn tat

siichlich die Zona nicht allseits gleich dick ist. so wird es Stellen be\'orzugter Penetra
tion des Fixierungsgemisches gebell. Zudem sinkt das Ei auf den Boden des Fixie

nlllgsgefiißes nieder, und bier ergibt sich infolge des allstretenden Wassers zw<tngs

liiufig eine Schichtung. Anch dllrch mechanische Unmälzung der Fixierungsfliissig
hit wird sich dieses nicht gallz yermeiden 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 Hichtung zum Gravitationsfeld

zu orientieren. Auch eine Drehung' innerhalb der Zona ist bei reifen Eiern möglich.

Zusammen mit einer Schichtung des Fixierungsgemisches (evtl. innerhalb der Zona)
kÖnnte es sogar zn konstant lokalisierten Polarisationserscheinungen kommen. Dies

gilt sicher besonders fÜr den Fall der Verwendung alkoholischer Fixierungsmittel.

:\ber es ist nicht einzusehen, \rarum nicht auch wäßrige LÖsungen in gewissem Aus
maß ähnliche Effekte erzeugen können. Daher möchte ich jeder zytochemischen

Analyse in toto fixierter oder gar ill toto gefärbter Eier skeptisch gegenÜberstehen,
auch wenn später nur die Ergebnisse von Schnittbildern verwandt werden.

Es ist zu hoffen, daß andersartige Präparationsverfahren Ergebnisse bringen,
die durch diese Vorbehalte nicht belastet werden (vgl. S. 284).

Zytoplasma einigermaßen leicht diffusible Substanzen weichen vor der hcran

rÜckenden Alkoholfront aus und sammeln sich in dem der Front abgewandten Teil

der Zelle an. Umgekehrt verhaltcn sich lipophile Substanzcn.
DALCQ allcrdings meint, daß zwar PAS-positives 1\laterial, nicht aber baso

philes l\laterial verlagert wird (DALcQ 1951, 1955). Er verweist auf die Ergebnisse
von Beobachtungen an unfixierten ("in-vivo-:Metachromasie") und isoliert fixier·

te n Eier n. Ich habe ebenfalls einige einzellige Eier isoliert mit FAE fixiert, und

zwar Oozyten, die ich durch Anstechen großer Graafscher Follikel gewonnen hatte,

sowie Vorkernstadien besamter Eier. Letztere stammten von einem Tier, das unge
\\"öhnlieherweise noch 25 h p. c. Vorkernstadien zeigte. Einige Oozyten habe ich mit

FA E bzw. mit Glutaraldehyd-Ca fixiert, mit lI1D-AB auf sMS gefärbt, in Alkohol

entwässert, von der Corona mechanisch befreit und in Xylol aufgehellt. ·Wie beim
Drehen des Eies in allen Fällen deutlich wurde, war eine Seite stärker, und zwar in

mehr blauen Tönen, gefärbt.
Auf Paraffinsehnittell, die ich von anderen gleichartig ge\\"onnenen Eiern her

gestellt habe, war mit gleicher Färbung im Zytoplasma nicht recht einc Polarität
zu erkennen.

Allerdings war meist die Zona nicht allseits gleich dick. Ob sie auch in vivo nicht

gleichmäßig gestaltet ist. vermag ich nicht zu sagen. ,Jedenfalls macht ein ungleich
miWiger Durchmesser der Zona eine Analyse von in toto präparierten Oozyten
bei Kohlenhydratnacll\\"eisen meines Erachtens praktisch unmöglich, da ihre Fär

bung bei weitem die des Plasmas Übertrifft.
Auch mit der Interpretation von Schnittbildern möchte ich einstweilen zurÜck

haltend sein, was die Feststellung einer Polarität anbelangt. Auf Sclmitten von

.\bb.20. O\'ar, Sekundiirfollikel. FAE, Pa.mffins('hnitt, 11gBPB. 230x. Stiirkere Anfiirbung des

Zytoplasmas der Eizelle im auf delll Bild unten gelegenen Absehnitt. Die Zona ist auf der ober

flikhrnnahen Seite (in der Abbildung oben) artefiziell gelöst.

1s Zoo!. .Ib. Physio!. Bd. 75
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4.2. Polyspermieblock beim Kaninchen:

Substanzen des perivitellinen Spalts und Reaktionen der ZOlla

Der Vergleich von ungefurchten, besamten bzw. unbesamten Eiern bringt

einen auffälligen Befund in der Substrathistoehemie: Im Zusammenhang mit der
Imprägnation tritt im perivitellinen Raum eine sMS auf; sie fehlt bei unbesamten

Eiern (Teil I, Abb. 18). Beim Kaninchen vermögen, 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. BRADENu. a. 1954; ADA:MS1955). Eine solche Zona-Reaktion gibt es bei Schaf,
Hund und Hamster, bei denen nur ein Spermium durch die Zona hindurchtritt, und,

weniger ausgeprägt, bei Ratte und Maus (BRADEN u. a. 1954; AUSTIN 1956).

Allerdings sieht man beim KaniIlchen in Furchungsstadien immer Spermien in
der Zona, d. h. sie vermochten die Zona nicht ganz zu durchdringen. Dies muß frei
lich nicht Zeichen einer Reaktion der Zona sein. Gewisse histochemische Ver

än derungen der Zona sind nach der Besamung, besonders einige Stunden da

nach (14 h p. c.), zu beobachten. So tritt eine stark AB- und HaIe-positive innere
Grenzschicht auf (Teil I, Abb. 26). Eine äußere Grenzschicht ist bei besamten Eiern

stets stark HaIe-positiv, bei unbesamten in vergleichbarem Maß erst mwh alkalischer

V orbehandlung (Teil I, Abb. 18, 25, 26).
Über die Bedeutung dieser diskreten Veränderungen 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 spät eintretenden Zona- Reaktion sprechen kann. Wenn hier die Zona

den Spermien bis zum Beginn der Auflagerung der Mukoproteidschicht 16 h p. c.

unbegrenzt Durchtritt gewährt (BRADEN u. a. 1954), so muß der Polyspermiehlock
im Bereich des perivitellinen Spalts oder der Eizelloberfläche lokalisiert sein. Es liegt

nahe, die im perivitellinen Raum auftretende sMS damit in Zusammenhang zn

bringen.
Die Eizelloberfläche zeigt in meinen Bildern ebenfalls nach der Besamung eine

sMS (Teil I, Abh. 26). Sie verhält 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 Erörterungen sollen daher fÜr beide gemein

sam gelten.
Eine Abgabe von sMS in den perivitellinen Spalt hei der Besamung ist

vor allem von Seeigeleieru bekannt. Sie wird auch hier in einen Zusammenhang mit
dem Polyspermieblock gebracht (MOSER 1939 a und h; RUNNSTRÖ:M1949, 1962;
ROTHSCHILDund SWANN1951; ISHIHARA1964). FÜr die Eier von Fischen sind sehr

dezidierte Vorstellungen hinsichtlich der Abgabe solcher Substanzen von DETTLA1'1'

(1962) entwickelt worden; sie sollen von einem "hydrophilen Kolloid" des Eies ab
stammen und auch hier eine Bedeutung fÜr den Polyspermieblock haben. Bei ande-

ren Tieren wird vor allem an eine Herkunft von den Cortexgranula des Eies gedacht,

die ihren Inhalt in den perivitellinen Spalt entleeren (vgl. AUSTIN 1963, 1965; See
igel: MOSER 1939 a und b; RUNNSTRÖ:M1949 und 1952; Nereis: P ASTEELS1966;
FALLONund AUSTIN 1967; Frosch: WARTENBERG1956; ROSENBAU:M1958; HEBARD

und HEROLD1967; KE:Mpund ISTocK 1967). Cortexgranula wurden auch bei Säugeru
heobachtet und in ähnlicher Weise gedeutet (Hamster: AUSTIN 1956, SZOLLOSI1967;
Kaninchen: AUS'J'IN 1963, HADEK 1965, KRAUSKOPF1967; Ratte: SZOLLOSI1967).

Lichtmikroskopisch und färberisch sind sie allerdings kaum zu erkennen.
Hinweise auf biochemische Grundprozesse des Polyspermieblocks

vermögen nur wenige der vorliegenden Beohachtungen zu geben. Sie hetreffen in
erster Linie die Zona- Reaktion, gehen aber vielleicht auch Denkmöglichkeiten hin

sichtlich der Funktion der Substanzen des perivitellinen Raums. So ist nach der

Besamung die Zona resistenter gegenÜher Proteolyse (Maus: S:MITHBERG1953,

MINTZ 1965 b; vgl. Seeigel: RUNNSTRÖlII1948) und starrer (Maus: MINTZ 1965 b,

KIRBY 1965b; vgl. Fische: WINNICKI 1967, WINNICKI und BARTEL 1967). Nach
ZOTIN (1961) wird bei Fischen ein Enzym in den perivitellinen Spalt abgegehen,
das die HÜllen härtet. Diese Beobachtungen lassen sich gut vereinen mit der Vor

stellung, daß geladene Gruppen, z. B. saure Gruppen von MS, dabei eine Rolle spielen.
So ist auch ein Effekt von CaH deutlich. Es vermag die Zona-Reaktion der Ratte

rückgängig zu machen (PIKO 1967). sMS spielen sicher eine Rolle hei der Bindung

der Spermien an das Ei (RUNNSTRÖlI{1952; AKETA 1967; zu einem "Fertilisin" der
Säuger vgl. BISHOP und TYLER 1956). Auch mögen sie eine weitergehende Bedeutung
fÜr die Physiologie der Spermien ha,ben (reichlicher Gehalt des Nebenhodens an

Sialinsäuren s. PEYRE und LAPoRTE 1966 a und b). Nach Abspaltung der NA der

Zona ist eine Penetration der Spermien nicht mehr möglich (SOUPARTund CLEWE

1956 s. RüssE 1967).
Damit stellt sich die Frage nach den biochemischen Leistungen der Sper

mi en bei der Penetration. Das Akrosom enthält eine Reihe von Enzymen, die fÜr

diesen Vorgang eine Bedeutung haben mögen (DICK:MANN1965; 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 Zertreuung des Cumulus nicht (AUSTIN

1948). (Die Zona ist stabil gegenüber Hyaluronidase, s. u.) Ähnlichen Verhältnissen

begegnen wir heim Seeigel (vgl. TAKASHI:MAu. a. 1955), bei dem die GallerthÜlle
Hyaluronidase-Iabil ist. Nach diesen Autoren wird die Erfolgsquote der in-vitro

Besamung bei Zugabe von Hyaluronidase erhöht. Noch eine Anzahl weiterer Hydro
lasen enthält das Akrosom: Proteolytische Enzyme (Kaninchen: SRIVASTAVAu. a.
1965; Triturus: BUONGIORNO-NARDELLI und BERTOLINI 1967), ß-Glukuronidase

(Triturus: BUONGIORNO-NARDELLI und BERTOLINI 1967). Sollten proteolytische
Enzyme eine Funktion bei der Penetration haben, so darf man wohl der Tatsache

18*
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Blastomeren lassen sich am lebenden Keim und an nach Routinemethoden herge-

I, stellten Schnitten nicht erkennen (vgl. Teil I, Abb. 4, 5). l\Iit speziellen Methodenkann man solche Unterschiede aber demonstrieren (S. 248ff.; Abb.l). DarÜber hinaus
sind die Zellen offenbar verschieden stark behtden mit Protein (S. 261), RNS (S. 265)

und in älteren Furchungsstadien auch Glykogen (S. 262). Diese Unterschiede sollen

hier hinsichtlich ihrer Aussagekraft und Bedeutung diskutiert werden.
Die auf den Seiten 250--261 dargelegten Befunde, die ich an FAE-fixierten und

mit HgBPB gefärbten Schnitten erhoben habe, möchte ich zunächst als rein morpho
logische Analyse verstehen. Sie sollen die von VAXBENEDEN(1875,1880), ASSIIETOl\

(1895a) und GltEGORY (HmO) angestel1ten Beobachtungen ergänzen.
VAN BEXE!)],;\' (1875, J880) war zu dem Sch]uß gekonllllen, daß im Tubenei die

Blastomeren nicht gleichgestaltet und auch nicht gleichwertig seien. Der etwa:3 Tage

;tlte Keim, sofern noeh in der Tube, besitzt nach ihm 2 Popuhttionen von Zellen

(s. 1\bb. 22): Eine ei1lfaehe Lage mehr gestreckter Zellen bedeckt einen Haufen

zentraler Blastomeren. Die Bedeckung ist nicht vollständig. Es verbleibt eine LÜcke,
dureh die die innere 1\fasse mit dem perivitellinen Haum in Verbindung steht. Die

hier liegenden Zellen sind im Gegensntz zu der einhÜllenden Zellpopulation mit ihrer

Längsachse radiär etnsgerichtet (vgl. 1\bb. 22a). Alle inneren Zellen nehmen bei
Osmium-Fixiernng eine braune Färbung an, die sie von den äußereu unterscheidet.

Das Zytoplasma der äußeren Blastorlleren zeigt eine kJare, kaum grauulierte Zone
an der Grenze zu dml inneren Zellen; diese Zone macht die Grenze besonders deutlich.

Die Zellgrenzen der äußeren Zellen lassen sich durch Versilberung gut darstellen,
die der inneren nicht, auch dort nicht, wo sie an die Oberfläche des Keimes reichen.
Unmittelbar nach Übertritt des Keimes in den Uterus schließt sich, VAN BENEDEN

zufolge, die LÜcke in eier Kappe der äußeren Zellen. Gleichzeitig tritt ein Spalt auf

zwischen äußeren und inneren Zellen. jTit seiner VergrößerImg erfoJgt die Umwand
lung des Keims in eine ßlastoz~'ste.

Bedeutung beimessen, daß saure Gruppen den slVISResistenz einer Proteolyse gegen

Über verleihen (vgl. die Erörterungen zur Auflösung der KeimhÜllen S. 2(4). Die Zona
Reaktion könnte mit Veränderungen dieser sauren Gruppen einhergehen.

Ein klares Bild von den Vorgiingen, die der Penetration der Spermien durch die

Zona und der Zona-Reaktion zugrunde liegen, läßt sich aber heute noch nicht ent
werfüll. Um so mehr muß daher auch die Erörterung einer evtl. Bedeutung der sl\IS

des perivitellinen Raums spekulativ bleiben. Diese Substanz erweist sich in den histo
chemischen Tests als stark schwefelsäureesterhaltig, enthält aber auch NA; sie rea

giert in der PAS nur schwach (Glykogen, wie Voss H.)(j;3beim Frosch, konnte ich
nicht entdecken). Damit kommt sie in ihren Eigenschaften Keratosnlfaten nahe.

Keratosulfate sind sehr resistent gegeniiber Proteolyse O\IEYER u. a. 1(07). Sie ist

itndererseits aber Hyaluronidase-labil (zumindest eine Komponente von ihr), was
nicht zur Charakterisierung als Keratosulfat paßt. Damit unterscheidet sie sich von

der Zona und gleicht der Interzellularsubstanz des Cumulus. Nach TAIC\SIIDIA u. a.

(1955) läßt sich die Subst<tnz der hyalinen Schicht des besamten Seeigeleies auch
durchH yaJuronidase (von Seeigeln) spalten (wie die Gallerthiille).

Auffällig ist der Bdund, (lid?! die besprochene Substanz im perivitellinen Spalt
auch bei unbesamten Eiern zu finden ist, sofern diese osmotischen Schocks (Fixie

rung in Formol-Ca-Acetat 2°!c)) oder Temperaturschocks ausgesetzt worden sind

(Teil I, S.168). Eim spezielJe schnellwirkende und schonende Fixierung ist notwendig,

um den perivitellinen Spalt unbesamter Eier frei zu erhalten. Dies läßt an eine Be
ziehnng zwischen Entwicldungsanregung, die durch ähuliche Sdlocks möglich
ist, und dem Auftreten der Substanz im perivitellinen Haum denkel1. In
atretischen Follikeln des 1(aninchen-Ovars fand ich im Gegensatz zu normalen Fol
likeln oft eine solche Substanz. Andererseits sieht man häufig Eier, die ähnJich wie

Furchungsstadien fragmentiert sind (vgl. BunKL H)(j2; VAZQUEZ-}\TIXund SOTELO

1(67). Andererseits weisen viele Befunde darauf hin, daß eine strenge Beziehung
zwischen der Entwicldungsanregung auf der einen Seite und dem Auftreten der s1\1S

im perivitellinen lümm (mit Verschwinden der Cortexgranula bzw. dem Auftreten

des Polyspermieblocks) durchaus nicht besteht (vgl. HUXXSTRÖ:I[1948,1952; AUSTlx
und BRADEl\ 1954; BATAILLOT\1900; CHANG 1955b; IWA:llATSU1(07). Es wÜrde

sich lohnen, die Beziehungen zwischen diesen beiden Prozessen weiter zu verfolgen;
die Beobachtbarkeit der Ausstoßung der sMS des perivitellinen Raums beim Kanin
chen kann dabei vielleicht Hilfe leisten.

4':3. Die Differenzierung der Blastomeren in der

Furchung' und Blastozystenbildnng

Bei der Furchung wird nach den entwicklungsphysiologischen Experimenten

von SEIDEL (1952a, 1954,1900a) die Eizelle des 1\aninehens in Blastomeren zerlegt,
deren Bildungspotenzen unterschiedlich sind. Gestaltliche Unterschiede zwischen den

a b

,\bb. :2:2. Hepl'odnktioncn ans: VAl\" BEXEDEX 1880.

f
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(Fig. 22 ASSIIETONS,s. Abb. 23 c). Im weiter entwickelten Stadium mit schon größerer
ßlastozystenhöhle war dagegen der Embryonalknoten von einer dÜnnen Rauberschen
Deckschicht bedeckt, die sich wie der Trophoblast färbte (Perenyi, Pikrocarmin)

(Fig. 24 von AssHEToK, s. Abb. 23d). Diese Befunde sollen weiter unten noch genauer
diskusiert werden.

GREGORY(1930) untersuchte wiederum sowohl Totalpräparate als auch Paraffin
schnitte. Er fixierte vor allem mit Bouin-Allen, weniger mit Gilson (Sublimat

Alkohol-Salpetersäure-Eisessig), Perenyi, Zenker und Pikrin-Schwefelsäure. Die

Färbung erfolgte meist mit Delafields und Ehrlichs Hänuttoxylin. Färberische

Abb. :2,3. <1-c) Rcproduktioncn aus: ASSIlETOX 1895<1; f) Rcprotluktion aus: GREGOHY HJ30.

VAN BE:\'EDEK hat grundsätzlich Totalpräparate der Furchungsstadien unter
sucht. Er beobachtete im unfixierten Zustand und nach Fixierung mit Osmium säure

und anschließend lVlü 11er scher FlÜssigkeit, einer wäßrigen Kaliumbichromat-Natrium

sulfat-Lösung. Einige Keime behandelte er anstatt dessen mit Silbernitrat. Färbungen

(Carmin, Piluocarmin) spielten eine untergeordnete Rolle.
Die Tatsache, daß \'Al\' BENEDEl\' Schnitte nicht untersucht hat, forderte natÜr

lich die Kritik heraus. AssHETox (1895 a) untersuchte die FrÜhstadien der Kmlinchen

entwicklung erneut. Er beobachtete sowohl Totalpräparate als auch ParaJfinschnitte.
Auf diesen Schnitten kOllnte er in der Regel ßlastomerendifferenzen nicht zeigen

und verwarf daher das \'Al\' BEXEDEKsche Konzept, indem er daranf hinwies, daß bei

der Betraehtung \'on Totalpräparaten, wie sie VAl\' BENEDEX durchgefÜhrt hatte,
die zentralen Zellen eines solchen kugeligen Gebildes im durchl'allenden Licht dunkler

erscheinen mÜssen. Hier erfolgt in der größeren Schichtdicke natÜrlich eine stärkere

Absorption. Dieser Einwand ist sicher richtig. Allerdings gilt er nicht fÜr die Be

trachtung optischer Schnitte der LÜcke der äußeren Blastomeren, die VAl"BE:\'EDEN

besonders eingehend beobachtet und beschrieben hat. Hier werden der Lage nach
einander entsprechende Zellen verglichen. Andererseits hat ASSHETONleider ol'fen

bar nicht genau die Fixierung VAI\'BEI\'EDEI\S angewandt. Er gibt Perenyi, Osmium
säure, Pikrinsäure, Flemming, Hermmm, Chromsäure nnd Silbernitrat an, nicht je
doch .MÜller, auch sagt er nicht, ob er die van Benedensche Sequenz Osmiumsäure

Bichromat-Gemisch geprÜft hat. Die meisten der von ihm abgebildeten Schnitte
entstammen Keimen, die mit Perenyi fixiert worden waren, einem schwach alkoho

lischen (30 %) Salpetersäure-Chromsäure-Gemisch. Der Rest war mit Silbernitrat
behandelt. Gefärbt wurde mit Pikrocarmin und Boraxcarmin. Nur in einem Keim

der untersuchten Furchnngsstadien sah er (3 d p. c.) eine deutliche ßlastomeren
differenz; die inneren Zellen waren schwächer gefärbt (Fig. 18 und HJ von ASSIIETOK,

s. Abb. 23 a). Auf bei den Schnitten reichten helle Zellen an die Oberfläche, aber an

entgegengesetzten Seiten. Bei einem älteren <tbgebi]deten St<tdium (77 h p. c., Fig. 21
von ASSHETol\'), bei dem schon eine Andeutung der Blastozystenhöhle zu erkennen
war, f<tnd er helle und dunkle Zellen ohne Regel durcheimwder gemischt. Auf einem
Schnitt eines mit Silbernitrat behandelten Keims zeigt er eine Zelle, die nach ihrer

etwas \'ersenkten Lage und der radiären Ausrichtung ihrer Längsachse den bei VAN
BENEDEI\' in der LÜcke der äußeren Blastomerenkappe liegenden Zellen entsprechen

könnte (s. Abb. 23b, Fig. 20 von ASSIlETON). Die große Varianz seiner Befunde zur

Zellgestalt und die Unmöglichkeit, reproduzierbar färberische Differenzen der Blasto
meren zu zeigen, fÜhrten ihn zur Anlehnung der \'an Benedenschen AusfÜhrungen.
Seine Bilder der Blastozystenstadien sind allerdings klarer. Im frÜhesten Stadium
fand er an der Oberfläche des EmbryonaJlmotens völlig unregelmäßig gestaltete

Zellen, die zum Teil radiär gestellt waren und sich wie die Masse der Embryonal
knotenzellen stärker als die Trophoblastzellen anfärbten (PERENYI, Boraxcarmin)
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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. c. (17 Zellen): An der Eiperipherie liegen abge

plattete Zellen, und diese benennt er als präsumptive Trophoblastzellen (vgl. Abb. 23f,
Fig. 25). Über 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 Zellgrößein den

ersten Furchungsstadien regelmäßig zu beobachten sind, was auch schon AssHEToK
beschrieb.

In GegenÜberstellung der Beobachtungen dieser drei Autoren mit meinen

Ergebnissen möchte ich zunächst sagen, daß ich, als ich meine Präparate zur
Blastomeren- Differenz anfertigte, die Arbeiten von v AN BENEDEN nicht Imnllte und

gerade die von ASSIIETONlas. Um so eindrucksvoller wurde fÜr mich die in vielen
Punkten sehr gute Übereinstimmung meiner Bilder mit der Schilderung VANBENE
DENSvon 3 d- Keimen (vgl. Abb. 1 d mit Abb. 22 a). Die Deutung, die VANBENEDEN
seinen Befunden hinsichtlich der prospektiven Bedeutung der beschriebenen Zellen

und von Homologien gab, ist zwar in den meisten Punkten Überholt und soll hier nicht
diskutiert werden. Bemerkenswert ist aber die Gleichheit der Einzelbeobachtungen :

Die äußeren 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 stärker gefärbt. Diese Übereinstimmung darf vielleicht als Argument dafÜr

gelten, daß hier nicht ein durch das alkoholische Fixierungsmittel F AE verursachtes
Artefakt vorliegt, denn VANBENEDEN fixierte in wäßrigen FlÜssigkeiten. Die inneren
Zellen stehen bei vAN BENEDENS und meinen Bildern ,1,]1 einer Stelle mit dem peri

vitellinen Spalt in Verbindung und sind hier mehr radiär gestellt. Sie zeigen ein
anderes färberisches Verhalten als die äußeren Zellen. Die stoffliche Grundlage der

färberischen 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 Gesta]t der
äußeren Zellen wurde auch von GREGORYbeobachtet. Damit scheint mir eine Diffe

renz zwischen den Blastomeren in Furchungsstadien grundsätzlich gesichert zu sein,

vor allem, da ich die von mir gezeigten färberischen Differenzen regelmäßig mit den

gestaltlichen Differenzen korreliert sah.
Die Blastozystenhöhle entsteht an der Grenze zwischen den äußeren, in meiner

Färbung dunklen, Zellen und den inneren, nach HgBPB hellen.
Die dunklen Zellen sind die präsumptiven Tropho blastzellen, die

hellen die präsumptiven Embryonalknotenzellen.
Die Größe der von den äußeren Zellen nicht bedeckten Fläche ist nach meinen

Befunden sehr variabel. Eine vollkommene Bedeckung habe ich bei Tubenkeimen

nie gesehen. Nach VAN BENEDEN wird die Bedeckung vollständig, sobald der Keim

im Uterus 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 LÜcke
noch vorhanden und bei der 4 d-Blastozyste durch die Raubersche Deckschicht ge

schlossen war (vgL auch Teil I, Abb. 7), 3 d 8 h p. c. aber LÜcken in dieser Be

deckung nicht sicher auszuschließen waren (vgl. Abb. 1 e). Die Bilder von AssHEToN
(s. Abb. 23) scheinen mir zusammen mit den meinen (s. Abb.13, 1 e) dafÜr zu sprechen,
daß die Bedeckung noch einige Stunden nach Eintritt des Keims in den Uterus und

nach Beginn der Bildung der Blastozystenhöhle erfolgen kann. Diese Vorstellung

paßt auch besser zu der Varianz in der Größe der unbedeckten Fläche 3 d p. c., die

meine Bilder zeigen (Unterschiede von Keim zu Keim im Zeitpunkt der vollständigen
Bedeckung beobachtete ebenfalls MULNARDbei der Maus 1967).

Die Frage nach der Herkunft der zwei Kategorien von Blastomeren
in den frÜhesten Furchungsstadien ist trotz dieser Befunde schwer zu beantworten.
Das frÜheste Stadium, in dem ich eine Blastomerendifferenz bei Anwendung beide!"

Kriterien, dem der Färbungsintensität und dem der Gestalt und Lage, einwandfrei
erkennen konnte, ist das 8-Zellen-Stadium 35 d p. c. (s. Abb 5). Es liegt sehr viel

früher, als von GREGORYangegeben. Abb. 5 darf man wohl so deuten, daß hier eine
helle Zelle, eine präsumptive Embryonalknotenzelle, im Begriff ist, von dunklen

präsumptiven Trophoblastzellen (unvollständig) umgeben zu werden.
Die Abplattung der äußeren Zellen, die hier erstmalig sichtbar ist und die

sich auch erhält, scheint mir dafÜr zu sprechen, daß diese sich auf der 0 b edl ä ch e
der hellen ausbreiten.

Die Tendenz zu einem solchen Verhalten besteht offenbar schon sehr früh. Wie

COLE u. a. (1965) beobachteten, scheiden sich die Blastomeren schon früher Fur

chungsstadien in der Gewebekultur in zwei Populationen: Zellen, die sich abplatten

(" Tropho blasttyp"), und solche, die sich abrunden. Auffällig ist, daJ~ das jÜngste
SÜ\dium, von dem diese Autoren Zellinien vom Trophoblasttyp erhielten (4-8 Zel

len), das gleiche ist, in dem sich die Blastomerendifferenzen im Schnitt gut heraus
heben. Schon 5zellige Keime ergeben auffällige färberische Blastomerendifferenzen.
Vom 8-Zellen-Stadium an werden diese Differenzen sehr viel klarer, und es wird

die anfangs abgestufte Unterschiedlichkeit zu einer alternierenden.
Eine vollständige Umwachsung der hellen Zellen fand ich bei Tubeneiern nie

mals. Hingegen können gelegentlich die hellen Zellen auch an 2 getrennten Orten
mit dem perivitellinen Spalt in Verbindung stehen (vgl. S. 256, 259). Von MULNARDwird
nach seinen Filmaufnahmen der Prozeß der Umwachsung bei der Maus als ein sehr

dynamisches Geschehen geschildert (1967), bei dem die Zellen schnell ihre Gestalt
ändern. Dabei ist durchaus denkbar, daß zeitweilig auch LÜcken in der Kappe der
einhüllenden Blastomeren auftreten. Andererseits vermag man durch ein bestimmtes

färberisches Verhalten (wie in der HgBPB- Färbung) eine Zelle lediglich nach ihrer
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prospektiven Bedeutung als zur Kategorie der präsumptiven Embryonalknoten

zellen oder Trophoblastzellen gehörig zu charakterisieren. Die morphologisch in Er
seheinung tretende Differenziertheit vermag dagegen über den Determinations
zustand nichts auszusagen. Es mag auch Umdifferenzierungen geben. Der Keim ist

zu mannigfachen Regulationen fähig (vgl. SEIDEL 1954, MULNARD 19(6). Daher
hindern nicht nur technische Schwierigkeiten (beim Keim der Abb. 5 z. B. waren

nicht alle Schnitte auswertbar) daran, exakte Angaben etwa über die Zahl der

präsumptiven Embryonalknotenzellen in einem bestimmten Stadium zu machen.

Gerade in den frühen 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 Färbbarkeit beurteilt, finden lassen. Dies gilt
in noch stärkerem Maße für noch jüngere Stadien, bei denen oft gen1dezu ein Gefälle

zu bestehen scheint (vgl. S. 255).

Auffällig bleibt, d,Iß bei 45 h-Keimen immer wieder die völlig von anderen Blastomeren um
gebene Zelle (oder Zellen) als am hellsten erscheint, sich also oft auch noch von den übrigen
"hellen" Zellen unterscheidet. Vom nächsten untersuchten Stadium an (54 h p. c.) konnte ich
derartiges nicht mehr beobachten. Ein solches Verhalten würde als ein Hinweis darauf gedeutet
werden können, daß eine Blastomere oder mehrere ihre Determination zu Stammzellen des
Embryonalknotens durch ihre besonderen Lagebeziehungen erhalten: Sie werden von anderen
ZeHen völlig umgeben und geraten damit in ein ,tnderes Milieu (TAHKOWSKIund WROBLEWSKA
19G7, vgl. SILAGI19G3, BEATRICEJVhNTZ19G4a, 19G5; MONESIund SALFI 19G7).

Da ich aber morphologische Unterschiede der Blastomeren norm(1ler Keime,

vor allem die klare Andersartigkeit einiger Zellen, schon in frühen Stadien, bevor sie

von anderen Zellen umgeben sind, feststellen konnte, wird beim Kaninchen zweifellos
eine gewisse Bestimmung des Schicksals der Blastomeren schon früh getroffen. Sie

mag dadurch geschehen, daß bei der Furchung bestimmten Blastomeren ein be
stimmter "plasmatischer Faktorenbereich" zufällt (SEIDEL 1954 und 19(0). Sicher

ist dabei aber eine Reihe von Möglichkeiten für Regulationen gegeben, noch im

Blastozystenstadium (SEIDEL 1954, DANIEL 19(3). Wie determinativ das Geschehen
in den einzelnen Phasen ist und wieviel Raum jeweils für Regulationen bleibt, ist

nur durch weitere gezielte entwicklungsphysiologische Experimente erkennbar (zum
gegenwärtigen Stand der Diskussion hierzu vgl. MULNAIw 1966, SEIDEL 1969).

:Jilorphologische Befunde von anderen Säugern (abgesehen von Nagern, s. u.) liegen
zur Frage der Differenzierung der Blastomeren nur in geringer Zahl vor (Schaf: ASSHETON1898;
Fledermaus: VANBENEDEN 1899, 1911; Tarsius: HUBnEcIIT 1902; Katze: HILL und TRIBE 1924;

Schwein: REUSER und STnEETER 1929; Ziege: A~!o]{(Jso u. a. 1942). Sie betreffen vor allem
Unterschiede in der Zellgröße. AMOIwso u. a. und REUSEH und STREETEHäußern sehr dezidierte
Anschauungen über eine frühe Sonderung von großen Zellen, die die prospektiven Keimscheiben
zellen sein sollen. Die prospektiven Trophoblastzellen erscheinen bei ihnen anfangs als geschlos
sene Zellgruppe und nicht als periphere Bedeckung. Es fehlt aber an anderen Kriterien zur Zell
unterscheidung als dem der Dimension. WITSCHI und GIU VES (194G) beobachteten am Gold-

hamster, daß deutoplasmatische Substanzen (Säurefuchsinfärbung) der Furchungsstadien in
der jungen Blastozyste auf die innere Zellmasse beschränkt seien. Sie machen jedoch keine An
gabe über eine Ableitbarkeit aus bestimmten Blastomeren. Sehr viel mehr Daten existieren dank
der Arbeiten der Dalcqschen Schule über die Verhältnisse bei Ratte und Maus. Hier sind zahl
reiche morphologische und histochemische (s. u.) Untersuchungen angestellt worden. Neue Film
aufzeichnungen der Furchung durch XIULNAIW(19G7) zeigen ein Umwachsen der präsumptiven
Embryonalknotenzellen durch die präsumptiven Trophoblastzellen. Letztere ändern dabei ihre
Gestalt schnell, nehmen aber immer wieder gestreckte Formen an. Die Umwachsung wird voll
ständig um den Zeitpunkt der Blastozystenbildung. Dabei bestehen von Keim zu Keim große
Unterschiede.

Die histochemische Interpretation der Ergebnisse fällt schwerer als

die morphologische. Der Ausfall der HgBPB-Färbung ist wohl Ausdruck von Unter
schieden in der allgemeinen Pro t ein- Konzentration zwischen präsumptiven Embryo
nalknotenzellen und Trophoblastzellen, vielleicht in der Dichte basischer Proteine

(S. 2(1). Zwar bleiben Vorbehalte bestehen, weil Formol-Fixierung vergleichbare Er
gebnisse nicht liefert (S. 2(1). Aber andererseits geben die elektronenoptischen Be

funde von CHRISTINAKRAUSKOPF(1967) Hinweise darauf, daf3 in einer äquatorialen

Zone der Eier, die sich auf eine der ersten Furchungszellen oder beide überträgt,
Eiweiß enthaltende große Vesikel des ER vollständig fehlen. Dieser Befund kann

eventuell dem der geringen Anfärbung der präsumptiven Embryonalknotenzellen
parallel gestellt werden.

Unterschiede im Gehalt an sMS zwischen den Blastomeren konnte ich nicht

sicher erkennen. Man darf allerdings erwarten, daß Unterschiede in den Eigen
schaften der Zelloberflächen eine Rolle beim unterschiedlichen Verhalten der Blasto

meren spielen (Oberflächenspannung; Art und Dichte der geladenen Gruppen), wo

bei den sMS dieser Orte und gerade der ubiquitären NA eine besondere Bedeutung zu
kommen mag. Auf diese Möglichkeit weist eine Fülle von zellphysiologischen und

feinstrukturellen Untersuchungen (GARBER 1963, 1967; CARTER 1965; NORDLING
u. (1. 1965; OKADA und MURAYAlVIA1966; RUBIN 1966; RUNNsTRÖlVIund bIMERS
1966; SHERlDAN196G; TRELSTADu. a. 196Ga und b, 19G7; GESNER 19GG; BEREITER

HAHN 19G7; EAGLE und LEVINE 19G7; HIn 1967; KORDAN19G7; KRAEMER19G7;

:ßiIAJKIu. a. 19G7; MOLRAR 1967; RAMBOURGund LEBLOND 19G7; SANFORD19G7;
TIIIELE 19G7; WATTERS 1967; WEISS 1967; WOLPERT und GUSTAFSON19G7; WOL

PERT und GINGELL 19G8; YANAGIDAund NODA 19G7; YANAGISAWAu. a. 19G7;

l\1VIBROSEund FORRESTER19(8). Auch der sMS des perivitellinen Spalts (s. S. 272),

die bis zum Abschluß der Furchung nachweisbar bleibt, könnte eine Bedeutung zu

kommen. Das geringe Auflösungsvermögen des Lichtmikroskops macht es mir aber
unmöglich, detaillierte Aussagen über die Verhältnisse an den Zelloberflächen zu

machen. Ein Ansatz für eine Beantwortung der Frage, wie eine Differenzierung von
Zellen hinsichtlich der Eigenschaften ihrer Oberflächen zustande kommen kann,
fehlt bis heute.
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Hingegen scheinen die präsumptiven Embryonalanlagezellen zumindest 45h p. c.
reicher an RNS zu sein als die präsumptiven Trophoblastzellen (S. 265). Auch hier

für liefern die elektronenoptischen Befunde an Zweizellenstadien eine Bestätiglmg.

In der eben gemlnnten äquatorialen Zone der Furchungsstadien ist die Anzahl der

Ribosomen bzw. Polysomen gegenüber den übrigen Keimpartien etwa um 50 %
erhöht (KRAUSKOPF1967, HILLEBRANlJT1969).

Neutrale Mukosubstanzen sind offenbar ähnlich verteilt wie die Proteine

(S. 263). GI Y kog en ist in den späten Furchungsstadien im präsumptiven Keim
material besonders reich vorhanden (S. 262).

Es ergibt sich die Frage nach der Beziehung dieser Befunde zu den Beob
achtungen von v AN 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 Blastom eren differenz war nur
nach FAE zu beobachten. FAE aber ist von den drei oben genannten Autoren nicht
verwendet worden. Eine Reihe ihrer Abbildungen zeigt zwar Unterschiede in der

Zellgestalt (tangentiale Ausrichtung der präsumptiven Trophoblastzellen, s. Abb.
23f), jedoch nicht immer, vor allem fehlt die Koinzidenz von morphologischen
un d färberischen Kriterien, die F AE liefert. Manche Fixierungsgemische führen zn

einer Abrundung der Zellen, z. B. Bouin. Bei AssHEToN zeigt diejenige seiner Fixie

rungen, die die Zellgestalt am besten erhält, nämlich Silbernitrat (s. Abb. 2:-3b),
färberische Blastomerendifferenzen nicht. Andererseits sind nach der Fixierung,

die solche färberischen Differenzen gut demonstriert, alle Zellen abgerundet (s.

Abb. 23) und zudem voneinander gelöst. Für 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 Osmiumsäure-Müller
Sequenz hat diese Forderungen offenbar erfüllt, nicht jedoch taten dies die Proze
duren von AssHEToN und GREGORY.

Für eine Beantwortung der Frage, inwieweit die von den verschiedenen Autoren

verwendeten Fixierungsmittel verschiedene Stoffe dargestellt haben mögen, ist
unser Wissen leider noch etwas beschränkt. Nur einige Denkmöglichkeiten kann ich
diskutieren. VAN BENEDEN verwendete Osmiumsäure und eine wäßrige Bichromat

lösung (MüuEH). Beides sind Fixantien für Lipide (ADAMSu. a. 1967, PEARSE1968).
Auch die Beobachtung VAN BENElJENS, daß die inneren Zellen nach Osmiumsäure
behandlung eine braune Färbung annehmen, mag mit einem besonderen Lipidreich

tum zusammenhängen (vgl. PEARSE 1968). Perenyi, das von AssHEToN am ehesten

erfolgreich gefundene Gemisch, enthält auch Chromsäure. Zudem ist es alkohol

haltig. Alkohol vermag wohl einige Lipide zu extrahieren, während andere erhalten
bleiben. Solche Überlegungen, daß eine Extraktion bestimmter Stoffe bei der Fixie-

rung eine Rolle für das Zustandekommen der Bilder spielen könnte, habe ich oben

bereits hinsichtlich Glykogen und Protein angeführt (s. S. 262f.). Sie müssen durch
weitere histochemische Tests überprüft werden.

Von DALcQ und Mitarb. ist seit vielen Jahren eine Reihe von histochemischen

Untersuchungen durchgeführt worden, und zwar vorwiegend an Ratte und Maus.
Sie werden mit morphologischen Beobachtungen und Ausschaltungs-Experimenten
(MULNARD1965) korreliert. Auf diese Ergebnisse soll hier nur kurz verwiesen werden
(vgl. dazu DALCQ 1951, 1954, 1955, 1956, 1959, 1962, 1965; IZQUIERDo1954,1955;

MULNARD1955, 1965; MULNARDund DALCQ1955). Bei der Ratte existiert danach

in der Oocyte eine peripher im Zytoplasma gelegene Basophile Zone; hier ist RNS

besonders konzentriert. Während der Furchung fällt diese Zone nur einigen Blasto

meren zu. Diese sind meist kleiner und werden von den übrigen, größeren Blastomeren
umwachsen. Von diesem Moment an beginnt eine starke RNS-Synthese in den inne

ren Zellen (vgl. SILAGI 1963, MONESI und SALFI 1967), so daß ihr im Vergleich zu
den äußeren Blastomeren größerer RNS-Reichtum noch stärker ins Auge fällt. 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 verhält sich ganz ähnlich wie die RNS und gibt eine noch deutlichere
1'larkierung. 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 Heifung sind sie zu einer kortikalen Zone aggregiert.
Später finden sie sich diffus in den kleinen Blastomeren, während sie in den ein

hÜllenden Zellen in Form relativ grober Granula sich peripher und bis zum Kern

hin anordnen. Sie verschwinden dann aus diesen (MULNARDund DALCQ1955). Gly
kogen lagert in den einhülJenden Zellen etwas reichlicher. Es konzentriert sich nach

der Umhüllung auf den zum Zentrum des Keimes hin gelegenen Zytoplasmateil. In
den inneren Zellen liegt es gleichmäßig verteilt (MULNARDund DALCQ1955). Plasma
logcne Substanzen sind ähnlich wie dic sMS lokalisiert.

Die Mnus zeigt grundsätzlich ähnliches, doch in den frühesten Stadien weniger
klar (vgl. .MULNARD1965). Ein Vergleich dieser Befunde mit denen, die ich hier vor

lege, ist von den methodischen Voraussetzungen her wohl einigermaßen möglich.
Zwar habe ich nicht totale Keime untersucht, wie in der Dalcqschen Schule üblich,

sondern Schnitte. Ich habe aber die FAE-Fixierung von dort übernommen. In der

Art der Fixierungsmedien, die DALCQgÜnstig für die DnrsteJlung von Blastomeren
differenzen fand, bestehen Beziehungen zu denen, die auch in den älteren Kaninchen

arbeiten erfolgreich waren: Osmium säure (vgl. auch TONDEUR 1961), Bichromat

(Zenker), alkoholische Gemische (FAE, Carnoy) (für die Erhaltung der in-vivo
Metachromasie auch ein Sublimatgemisch, s. IzQUIERDO1954). In meinen Befunden

von der l-lale- Heaktion mag, auch hinsichtlich der intrazellulären Verteilung (vgl.
Abb. 19a), eine echte Übereinstimmung mit den Dalcqschen Angaben über die HNS-



284 H.- W. DENKER
'1'opochemie hochmolekula,rer Kohlenhydratsubstanzen IlSW. 285

Verteilung bei der Ratte liegen. Bezüglich des Glykogens besteht ein gewisser Wider

spruch, da ich in späten Furchungsstadien die inneren Zellen reicher dara,n fand

(ebenso THOJVISONund BRINSTER 1966 bei der Maus). (-lier mögen Unterschiede der
Fixierung eine Rolle spielen (MULNARDund DALCQ1955 verwendeten Bouin- TCE).
Die erhaltene intrazelluläre Verteilung war ähnlich. Die Befunde der Dctlcqschen

Schule kann ich für die sMS beim Kaninchen nicht bestätigen, auch hier mag die

Wahl des Fixierungsmittels von Bedeutung sein. Über den Proteingehalt liegen von

Ratte und Maus Beobachtungen nicht vor.
Zu den Befunden der Dalcqschen Schule ist aber einiges Kritische zu sage!1.

Wesentliche Schnitte der Präparation, 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

Dalcqschen 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
Toluidinblau-Metachromasie und PAS.

V ordringlich scheint mir aber, grundsätzlich 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
mußte, morphologisch völlig unzureichende Ergebnisse. Es ist zu hoffen, daf3 sich

die Gefriertrocknung als geeignet erweist. Untersuchungen mit dieser Prozedur habe

ich in Angriff genommen.
Alle geschilderten histochemischen Untersuchungen vermögen, wenn sie Blasto

merendifferenzen zu Gesicht bringen, wohl eine Differenzierung aufzuweisen, nicht
aber Prozesse, welche zur Differenzierung führen. Sollten Stoffe existieren, die als

Informationsträger fungieren und für die Einleitung der Differenzierung eine Rolle

spielen, so möchte man erwarten, daß 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 erfaßt, an denen sie gespeichert vorliegen. Die

Enzymhistochemie vermag Orte und Zeitpunkte zu zeigen, an denen diese Stoffe

synthetisiert oder umgebaut werden. Sie beleuchtet damit naturgemäß nur die V01'

geschichte der Substratverteilung. Die Faktoren, die das räumliche Muster der
Enzymaktivität bedingen, kennen wir auch damit noch nicht. Sofern man solche

überhaupt mit den Mitteln der Chemie erfassen kann, sind sie der histochemischen
Analyse zur Zeit nicht zugänglich. Mit ihren heutigen Methoden und der heute er

reichbaren EmpfindJichkeit zeigt die Histochemie dem Entwicklungsphysiologen

lediglich die Ergebnisse der Prozesse, nach denen er eigentlich fragt. Das bedeutet
umgekehrt, daß die Ergebnisse histochemischer Betrachtungen dem Entwicklungs-

physiologen weniger Antworten als neue Fragen bringen und den Blick richten auf
das, was vor dem histoehemisch Demonstrablen liegt. Wenn der Keim von 8 Zellen

(Abb.5) deutliche Unterschiede der Blastomeren in der HgBPB-Färbung zeigt, so
bedeutet das, daß es etwas geben muß, das zeitlich vor diesem Stadium da ist und

ebenfalls eine räumliche Ordnung hat. Dieser Bereich ist im Augenblick nur dem
entwicklungsphysiologischen Experiment zugänglich.

4.4. Physiologische und histochemische Polarität der Keimseheibe

Die Sonderung von zwei Kategorien von Blastomeren während der Furchung

bereitet die Bildung einer Blastozyste mit Embryonalknoten und Trophoblast vor.
Bei der Expansion der Blastozyste wird der Embryonalknoten abgeflacht; es ent
steht die Keimscheibe. Diese Keimscheibe ist zunächst radiärsymmetrisch. 5 d p. c.

differenziert sie dagegen deutlich ein V order- und Hinterende heraus: Das Vorder

ende wird zellreich und zum Trophoblasten hin scharf begrenzt, das Hinterende

bleibt ärmer an Zellen und unscharf begrenzt. Außerdem beginnt die Keimscheibe,
sich in der Richtung der Vorn-Hinten-Achse zu strecken (Teil I, Abb. 9).

Wodurch die Gliederung hervorgerufen wird, ist völlig unklar. 4 d p. c. ist die

Keimscheibe im Gegensatz zu 6 d p. c. noch zu umfangreichen Regulationen fähig,
bringt aber im entwicklungsphysiologischen Experiment Hinweise auf eine funk
tionelle Polarität (SEIDEL 1952 b, 1954).

Ich habe geprüft, ob sich in diesen frühen Stadien substrathistochemisch eine

Polarität der Keimscheibe als Vorläufer der morphologischen Differenzierung zeigen

läßt (S. 266-269). Die war nicht von Erfolg begleitet. Es finden sich lediglich in allen

Stadien (4-6 d p. c.) im Trophoblasten der Umgebung der Keimscheibe regionale
Unterschiede in der Zahl sMS-(Sialomuzin !)-reicher Zellen. 6 d p. c. liegen sie be
sonders am Vorderende. Möglicherweise könnte man hierin einen Hinweis dafür

sehen, daß bei der Entstehung der Polarität der Keimscheibe Reaktionen zwischcn

Trophoblast und Keimscheibe eine Rolle spielen.
Die Frage, wodurch die Differenzierung von Vorder- und Hinterende der Keim

scheibe ausgelöst wird, muß offen bleiben. Enzymhistochemische Tests sollten heran

gezogen werden, um ihr weiter nachzugehen.

4.5. Angaben zum Glykogenstoffwechsel

in der frühen Entwicklung

Die geschilderten Entwicklungsschritte bis zur Implantation vollziehen sich im

Milieu 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. Für den Entwicklungs
physiologen ist das aus pragmatischen Gründen auch die Frage nach der Zusammen

setzung von Medien für die in-vitro- Kultur.
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Dieser Problemkreis wird von einer Reihe von Untersuehern intensiv bearbeitet (vgl. fÜr

das Kaninchen: FRIDIIANDLER u. a. 1957 a und b; FRIDIIANDLER 1961; SCIIWICK 1963; ZIMMEl\

MANN u. a. 1963; LUTWAK-MANN 1962, 1963, 19G6; DANIEL 1965,1967; AIILGREN 1966; BEIEI{

1967; DANIEL und KHISIINAN 1967; BHINSTEH 1967 c; KmCIINER 1969; Maus: WIIITTINGIIAM

1966; BIGGEHS u. a. 1967; BHINsTER 1967a und b; TIIO)ISOX 1967; WALES u. a. 19(7). Dabei

ist der Gesichtspunkt vorherrschend, daß der Keim Energiequellen bzw. Baustoffe u. a. aus dem

Tuben- oder Uterussekret entnimmt, das ihn umgibt. Seine Bedürfnisse scheinen von Stadium

zu Stadium mehrf<1ch zu wechse]n (vgJ. z. B. CHANG 191)0; NOYES und DICKMANN 19(0). Sinn

gemäß ist eine Zahl von Daten Über Uterus- und Tubenmilieu, die Sekretproduktion, ihre Ab

hängigkeit vom Hormonstatus u. ä. und die Beziehungen zwischen Keim und Mutter in ihrer

I\omplexheit erarbeitet worden (CIIANG 1950; NOYES lInd DICKMANN 1960; KULANGAHA 1961;

ZmMEIDIANN 1960; GOTTSCIIEWSKI 196[); GOT'I'SCIII,WSKI und ZU!MERThL\NN 1963; HQ)!BUIWEI:

11. a. 19GB; SC!IWICK 19G3; DICIO!ANN 19G7b; SUGAWAHA und IlAFEz 19G7a u. b; DEIER 19(7).

Die Daten beziehen sich, sofern Überhaupt eine biochemische Analyse dun:hgefÜhrt wurde, meist

a.uf niedermoleklIlare Stoffe. Diese Stoffe wurden in der hier vorgelegten Arbeit nicht erfaßt. In

neuerer Zeit erg<tben sich auch Über hochmolekulare SlIbstanzen detaillierte Befunde (SCIIWICK

19GB; DANIEL 1967 b; Blmm 1967; KmcHNEH 19(9).

Beiträge, die die Histochemie dazu liefern kann, betreffen vor allem GI y k 0 gen.
Glykogen ist die Kohlenhydratreservesubstanz ptU excellence. Es findet sich im

Zytoplasma der frÜhesten Furchungsstadien ; vielleicht nimmt seine Konzentration

während des Tubenaufenthaltes des K ei m s zu, namentlich in den präsumptiven

Embryonalknotenzellen (vgl. Teil I, Tabelle 1, Zeile lI-IV, Zeile 2 und 3 V-VII

und die Schemata 1 und 2) (vgl. ISIIIDA 19(j;3).FÜr Maus und Ratte wird ein Anstieg
der Glykogendichte beim Beginn des Zwei-ZeIlen-Stadiums angegeben. Bis zur Bil
chmg der Blastozyste bleibt sie etwa gleich (.Maus: Tnolllsol\' und Bml\'STER 19(j6;

Ratte: "MULNARD1955, jedoch AbfaJl während der Furchung nach IsnIDA 1954).
Beim Übergang ins Blastozysten-Stadium wird es so gut wie restlos aufgebraucht,
und zwar zuerst im Trophoblasten (ebenso bei der Maus, s. TnolllsoN und BHINSTEH

1966, und bei der Ratte, s. ISHIDA 1954, MULNARD1955). Spuren von Glykogen sind
in Blastozysten noch mit dem Elektronenmikroskop nachzuweisen (ENDERS und

SCHLAJ<'KE19(5).

Geht man davon aus, daß die angegebenen Beobachtungen tatsächlich die vor
handene Glykogenmenge erhßten und daß der Anstieg beim Kt111inchen z. B. nicht

etwa eine Freisetzung aus einem "blockierten" Zustand widerspiegelt, nimmt man

dazu noch meine (a. a. 0.) gemachte Feststellung einer hohen Phosphorylase
aktivität zur Zeit der Furchung hinzu, während Glykogensynthetase im Keim nicht

nachweisbar ist, so liegen folgende Annahmen nahe:

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

2. Die hohe Phosphorylaseaktivität der Furchungsstadien ist demzufolge nicht

Ausdruck eines Glykogenabbaus. Möglicherweise synthetisiert der Keim Glykogen
während der Furchung, und zwar nicht über GlykogensYl1thetase, sondern über

Phosphorylase. Dieser Weg wird z. B. von Bo und Sl\IITH(1964) fÜr den Uterus des

Kaninchens gefordert. Beim Übergang zur Blastozyste mag die Phosphorylase Gly

kogen abbauen; ihre Aktivität verschwindet zustU11lnen mit dem Glykogen (DEN
KER, a. a. 0.).

3. Der Glykogenabbau in der frÜhen Blastozyste muß sicher im Zusammenhang

gesehen werden mit dem Beginn der Glykolyse durch den Keim (FRIDHANDLER
.19G1).

ln den Se kre t en von Tube und Uterus fand ich nennenswerte Glykogenmengen
lIicht, auch nicht in der Cumulus-Interzellularsubstanz. Die geringe Amyhtse

Labilität des Uterussekrets 7Y:3dp. c. und des Tubensekrets kann auf einen ge

wissen Glykogengehalt hinweisen, ist aber aus methodischen GrÜnden mit ZurÜck

haltung zn betrachten (vgl. Teil I, S.162f.). Es ist unwahrscheinlich, daß die von Kmoll

:\fER(19ü9) beschriebenen oligomeren Kohlenhydrate des Uterus sekrets im Paraffin
schnitt erhalten sind und hier erfaßt wurden, denn die Fixierung immobilisiert fast

ausschließlich hochmolekulare Substanzen (vgl. Teil I, S. .1 (0). CHlUsTm (19(j7 a)

spricht sich klar fÜr ein Auftreten von Glykogen im Uterussekret (nach 6 d p. c.)
aus. Er benutzte wie ich die BUL;lmn-Teclmik; die Art des verwendeten Amylase

präparats gibt er allerdings nicht an (zur Kritik vgl. Teil T, S. 1(3). Da die von mir

(lind von BÖVING)verwendete Fixierung, nämlich Hossman bzw. Gendre, Glykogen
sicher besser konserviert als das von CHRIS'I'IEbenutzte Bouin, möchte ich meinem

Zweifel am Auftreten wesentlicher Glykogenmengen im Tuben- und Uterussekret

eine Berechtigung zubilligen. Zudem ist bei biochemischen Untersucllllngen kein An
halt fÜr einen nennenswerten Glykogengehalt gefunden worden (vgl. KIRCHNER

19(9). DemgegenÜber berichtet DANIEL (1965) von einem fördernden Einfluß von
Glykogen bei der in-vitro-Kultur von Blastozysten. Solche Befunde müssen nicht

unbedingt über die unter physiologischen Bedingungen vorliegenden Verhältnisse

etwas aussagen.

Im Epithel des Uterus allerdings tritt Glykogen ab 7%d p. c. reichlich auf.
Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Angaben von BÖVING(1962) und

CHmsTm (19ü7). Sie fÜgen sich gut zu der Beobachtung von VAES und DE MEYEH

(1957), daß eine Glykogen-Akkumuhttion unter Einfluß von Gestagenen, nicht aber

Östrogenen stattfindet. HÜBNER(1955) fand Glykogen im Uterus unter Östrogenen
wie Gestagenen nur subepithelial ; hier muß wohl an ein Artefakt gedacht werden

(Fixierung: Formol-Alkohol). KULANGARA(1961) beobachtete einen Einbau von
l4C-Glukose in polymere Substrate des Uterusepithels, -sekrets und des Tropho
blastCll. Hier dÜrften aber wohl Mukosubstanzen erfaßt worden sein. Da KIRCHNER

(1969) gebundene Glukose im Uterussekret nur in sehr geringen lYlengen fand, ist

ferner zu fragen, ob nicht vor dem Einbau in die polymeren Substanzen eine Um
wandlung in andere Zucker erfolgte.

19 Zoo!. Jb. Physio1. Bd. 75
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Das Verhalten des Uterus der Ratte zeigt gegenüber dem des Kaninchens gewisse Ab
weichungen, so daß Beobachtungen von diesen Tieren nicht gut zum Vergleich herangezogen
werden können (vgl. WALAAS1952; LAGERONund WEGMANN1964; CHlnSTIE 19G6a u. b; Glm
GOmE u. a. 1967; LOBELu. a. 1968; E.rSMONT-SZUMANSKA19f;8).

Die Phosphorylase erscheint im Uterus bei Verwendung meiner Methode in

einer Verteilung, die sich in Einzelheiten von der des Glykogens unterscheidet (DEN

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 IIonnon

einfluß beim Kaninchen vgl. Bo 19(1). Ob dies mit einer Glykogen-synthetisieren
den Funktion der Phosphorylase zu erklären ist (Glykogen-Synthetase war im Endo

metrium negativ), ist wohl noch als fraglich zu bezeichnen (vgl. Bo 19(1). Bei der
Ratte kommen beide Enzyme vor (Bo und SNI!'l'U1966; zur Phosphorylase vgl. [I,uch

LOBEL u. a. 19(8).

Sollte Phosphorylase im Uterus eine Glykogen-synthetisierende Funktion haben, so käme
für den Abbau a-Amylase in Frage. Sie ist in neuerer Zeit in einer Reihe von Geweben außerhalb
der Speicheldrüsen nachgewiesen worden (vgl. MCGEACIIINu. a. 1958; K1\ZYZANOWSKI1%6).
Für eine Aktivität des Uterusepithels oder -sekrets geben Versuehe mit einem Substru,tfilmtest

jedoch keinen sieheren Anhalt, bringen <1berein leieht positives Ergebnis in ([er Tube (DENKEH,
a. a. 0.).

Es gibt also insgesamt zahlreiche Zeichen für einen regen GlykogenstoHwechsel

im Keim und den ihn umgebenden Geweben. Offenbar wird es jeweils vor Beginn

wichtiger Morphogeneseschritte synthetisiert und deponiert (vgl. auch die Arbeiten
von CHRISTIE): 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 Implantation Glykogen akkumuliert. Die Vermutung liegt nahe, daß es eine Be

deutung für die Energieversorgung des Keims hat. In welcher Weise es aber utilisiert
wird, muß offenbleiben. Ähnliche Überlegungen gelten für das Glykogen im Tropho

blasten der Keimscheibenumgebung und im Embryoblasten. Jedenfalls erscheint mir

eine nennenswerte Aufnahme von Glykogen durch den Keim über die Sekrete von
Tube und Uterus eher unwahrscheinlich trotz der Danielschen Befunde aus der in

vitro-Kultur (S. 287). Sowohl der geringe Gehalt der Sekrete an Glykogen als auch

der offenbare Mangel von höheren Aktivitäten glykogenspaltender Enzyme in

jüngeren Blastozysten sprechen dagegen.

4.6. Ovariale bzw. tubale Sekretion und Keimhüllenbildung

Durch die Hüllen hindurch muß der Stoffaustausch zwischen Mutter und Keim

erfolgen. Er ist sicher selektiv, wenn auch der Ort der Selektion nicht bekannt ist
(vgl. AusTIN und LOVELOCK1958; ZIMMERMANNu. a. 1963; SCHWICK1963; LUTWAK
MANN 1966; BEIER 19(7). Für das Überleben und eine normale Entwicklung der
Tubeneier haben die Hüllen zweifellos eine Bedeutung (Kaninchen: vgl. WESTMAN

1930; GREENWALD1958; EmvARDs 1964; Maus: vgl. TARKowsKI und WR6BLEWSKA

19(7). Normale Entwicklung mit nur einem geringen Rest der Mukoproteidschicht

gibt allerdings ADAMS(1960a) an.
Welche Rolle den Hüllen beim Austausch und der angenommenen Selektion

zukommt, ist nicht klar. Gerade deswegen erscheint es als wichtig, Daten über die

Eigenschaften dieser Strukturen zusammenzutragen.
Die Corona-Interzellularsubstanz als Produkt der Follikelepithelzellen

des Ovars ähnelt in vielen Eigenschaften MPS des Bindegewebes. Sie ist wie diese
nur schwach PAS-positiv und durch Hyaluronidase spaltbar. Als saure Gruppen
enthält sie Schwefelsäureester ; Neuraminsäure tritt zurück. Uronsäuren, 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-)InterzellularsubBtanz klar

unterschieden durch ihre schwache PAS (vgl. STEGNER und WARTENBERG 1961 b),

den nur sehr geringen NA-Gehalt und die Hyaluronidase-Labilität (vgl. das
Schema 1, Teil I). Dies muß allerdings nicht gegen eine Rolle der Follikelepithel

zellen bei der Bildung der Zona sprechen. Die Follikelepithelzellfortsätze, die
sie durchziehen (CImISTINA KRAUSKOPF 19(7), können ein spezielles Sekret ab

sondern. Wahrscheinlich wird die Zona unter Beteiligung sowohl der Eizelle als auch
der Follikelepithelzellen gebildet (STEGNER und WARTENBERG1961 a und b; ODOR

1965; GABAEVA 19(6).
In der Z 0 na fand ich die PAS in Übereinstimmung mit BRADEN (1952) stark

positiv. Morphologisch läßt sich die Zona in eine äußere granuläre und eine innere
mehr homogene Schicht einteilen (DICKMANN19(5).

Histochemisch ist ein besonderes Verhalten einer Innenzone (AB-negativ, P AS

positiv) für den Menschen beschrieben (STEGNER und WARTENBERG1961 b). Beim

Kaninchen war nach meinen histochemischen Tests ein Reichtum an sauren Gruppen

(NA-, vgl. auch SOUPARTund NOYES 1964, ebenso wie Schwefelsäureestergruppen)

in den oberflächlichen Lagen innen und außen zu erkennen. Die inneren Partien
zeichnen sich durch relativ viel Schwefelsäureestergruppen aus. Nach GOTHIE(1958)

htgert die Zona während der Tubenwanderung des Eies Sulfat-35S ein. Gegenüber

Hyaluronidase ist sie resistent, was im Hinblick auf die Vorgänge der Besamung von

Interesse ist (vgl. S. 273). DA SILVA SASSO (1959) beschreibt eine Hyaluronidase
Labilität, verwendete jedoch Inkubationszeiten (18 h), bei denen nach PEARSE (1960)

mit unspezifischen Reaktionen gerechnet werden muß. Auch gibt er nicht die Art

der von ihm verwendeten Präparation an.
Das Sekret der Tube lagert die Mukoproteidschicht auf das Ei ab (vgl. Mo

REAUX1913, COHNEN1927, WESTMAN1930, BÖVING1954, GREENWALD1958).

Das Tubensekret ist nur relativ schwach PAS-positiv. Es scheint ein Sulfomuzin

mit hohem Schwefelsäureestergehalt zu sein (vgl. auch GOTHIE 1955). Carboxyl-
*24
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gruppen lassen sich mit den zur Verfügung stehenden Methoden nicht nachwcisen,
könnten aber auf Grund des CEC- Verhaltens vorkommen (Teil I, S. 210 f.). Neuramin

säure ist hier nicht demonstrabel. Gegenüber Ryaluronidase bleibt diese sMS stabil.

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

Sie mögen auf quantitativen Differenzen der reagierenden Gruppen beruhen.
In der Art dieser Gru ppen besteht aber Übereinstimmung.

Meine Angabe einer relativ sehwachen PAS steht im Gegensatz zu den Angaben

von BRAUEN(1952), der die PAS als stark positiv beschreibt (wie im Fall der Zona). Bei
der von ihm zur histologischen Behandlung der Eier verwendeten Eiweißmethode

nach MINCHIN mag es zu einer Schrumpfung der Mukoproteidschicht bei der Ent

wässerung kommen. Sie ist besonders stark, wenn man Keime frei ins Paraffin führt.
In solchen Fällen erscheint die PAS infolge der größeren Dichte der Mukoproteid

schicht verstärkt. Ob eine Verunreinigung durch das Eiweiß möglich war, vermag

ch nicht zu sageil. Ferner verhält sich nach verschiedenen Methoden angesetztes

Schiffsches Reagenz sehr verschieden hinsichtlich der allgemeinen h1tensität der

Färbung. Bei starken Färbungen werden sicher Unterschiede in der Reagibilität der
Gewebsstrukturen verwischt. Der von mir verwendete Ansatz färbte nur relativ

schwach. Die Kombination AB-PAS zeigt aber deutlich, daß die Mukoproteidschicht

(wie die Interzellularsubstanz des Cumulus, die Bindegewebsgrundsubstanz und
die Substanzen des Trophoblasten) nur wenig freie benachbarte OR-Gruppen
besitzt.

Die histochemische Gleichartigkeit von Tubensekret und Mulmproteidschicht

ist ein wesentliches Argument für die Vorstellung, daß diese Hülle vom Tubensekret

gebildet wird. Die Ablagerung läßt sich auch im Experiment verfolgen: Sie erfolgt
auf in den Eileiter gebrachte Fremdkörper (GREENWALD1958). Es sind aber auch

Eigenschaften des Keims von Bedeutung. Nach Y OSHINAGAund ADAms 1967 wird
z. B. auf Mäuse- Blastozysten in der Tube des Kaninchens eine Mulmproteidschicht

nicht aufgelagert. Die physikalisch-chemischen Grundprozesse dieses Vorgangs
können nicht als bekannt gelten.

Vermutlich wird auch bei anderen Arten als dem Kaninchen physiologischerweise Material

auf die Zona aufgetragen (Mensch vgl. BÖvING19G3; Dachs, Katze und Hund vgl. AJYIOROSO19GG).
Die histochemischen Eigenschaften des Tubensekrets sind bei verschiedenen Arten wohl unter
schiedlich; im Tubensekret des Menschen fanden PA]{VISund ROSSI 19G6 sMS mit Sulfat- und
Carboxylgruppen. Bei niederen Tieren, die stärkere Keimhüllen bilden, ist oft eine Schichtung
und Abkunft der einzelnen Schichten von bestimmten Bereichen der Tube deutlich (für Triton

s. VILTER 1966, 1967a und b). Für CapilJaria hepatica (Trichuroidea) wird ein Gehalt der äußeren

Lage an NA angegeben (MAIUANO19(7).
Die Sekretion der Tube steht beim Kaninchen unter dem Einfluß von Ovarialhormonen

(GREENWALD1957, 1958; ADAMS19(5).

Sicher ist die Zusammensetzung des Tubenmediums von Bedeutung für die Entwicklung
des Keims. Die in-vitro-Kultur stellt z. B. zum Zeitpunkt der ersten Furchungsteilung bei der

Maus immer noch ein großes Problem dar (WH1TTINGIIAJlI19(6). GUPTAu. a. (1967) diskutieren
besondere biochemische Leistungen der Region der Verbindung zwischen Pars ampullaris und
Pars isthmica beim Kaninchen. Histochemisch fand ich dort allerdings keine Auffälligkeiten.
Sexualhormone üben in vitro starke und meist schädliche Einflüsse auf den Keim aus (SEIDEL

(unverÖffentlicht), DANIEL1964; DANIELund LEVY 1964; MCGAUGHEYund DANlEL1966; PHAT'l'
und DANIEL 19(7). Die Art ihrer in-vivo- Wirkung ist nicht klar; bisher ist nur ein Einfluß auf
die Motilität der Tube gesichert (CUANG1967; GREENWALD19(7).

4.7. Verhalten der Blastozyste im Uterusmedium

Der Übertritt des Keims von der Tube in den Uterus stellt ein ein

schneidendes Ereignis in seinem Leben dar. Die Mortalität erreicht um diese Zeit ein

Maximum (ADA:i\IS1960b). Eine Umstellung des Engergiestoffwechsels findet in
dieser Phase statt (FRlDHANDLER1961; zum Glykogen s. S. 286f.). Die Uterusschleim
haut muß bestimmte biochemische Aktivitäten entfalten. Exakte hormonelle Steue

rung und keimbedingte Rückkoppelungsreaktionen stellen diese Aktivität auf die
Bedürfnisse des Keims ein (COURRlER 1945 s. VAES und DE MEYER 1957; ADAms
und LUTwAKmANN 1956; ADAMS 1965; BEIER 1967; MARCUS und SHELESNYAK

1967; KIRCHNER 1969). Spezielle Proteinkomponenten des Uterussekrets scheinen

eine Bedeutung für die normale Entwicklung der Blastozysten zu haben (SCHWICK
1963; BElER 1967; DANIEL und KRlSHNAN 1967b; KRlsHNAN und DANlEL 1967).

Bei ektopischer Implantation wird die Entwicklung des Embryoblasten gehemmt

(KIRBY 1963, 1965 a). Allerdings gibt es keine Veranlassung für die Vorstellung, daß
durch Einflüsse des Uterusmilieus etwa die Determinierung bestimmter Keimzellen

zu Embryonalknoten- bzw. Trophoblastzellen geschehe. Die Sonderung dieser Zellen
ist zweifellos bereits in Furchungsstadien vorbereitet. Im Uterus wird die Blastozysten

gestalt lediglich realisiert (s. S. 250ff.). Dementsprechend ist eine Blastozysten

bil dung grundsätzlich ebenso in der Tube möglich (ADAms 1958); andererseits kön

nen auch junge Furchungsstadien von 16~32 Zellen, bei denen nach meinen Be
funden die Trennung von präsumptiven Trophoblast- und Embryonalknotenzellen

bereits erfolgt ist, sich im Uterus zu Blastozysten entwickeln (ADAl\IS1956, 1960a).
Von histochemischer Seite ist zu den hier liegenden stoffwechselphysiologischen

Fragen wenig beizutragen. Die histochemische Analyse des Uterus sekretes auf
hochmolekulare Kohlenhydratsubstanzen ist wenig ergiebig: Die vorkommenden

Mukosubstanzen (Glykoproteine) lassen freie benachbarte OH-Gruppen (PAS),
Neuraminsäure und Schwefelsäureestergruppen in allen Stadien in etwa gleicher

Weise erkennen. Die Blastozystenhöhle erscheint in Schnitten bis 6d p. c. leer.

Ab 7 d p. c. werden dort sMS-Präzipitate nachweisbar, d. h. zu dcm Zeitpunkt, zu
dem Serumproteine der Mutter ins Blastozystenlumen eindringen (GÜTTSCHEWSKI
und Zlm:MERMANN1961, ZIlIHVIERmANNu. a. 1963, KIRCHNER 1969). Sie verhalten
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sich histochemisch etwas anders als das Uterussekret : Die PAS und ein NA-Gehalt

sind in der Blastozystenhöhle nur angedeutet, im Uterussekret dagegen deutlich

positiv. Die Substanzen des Blastozystenlumens zeigen ein auffälliges CEC- Verhalten:
Sie ähneln Keratosulfaten. Von Keratosulfaten ist bekannt, daß sie eine negative bis

schwache PAS geben. Eine Beziehung zu den von KIRCHNER 1969 mitgeteilten Be
funden herzustellen, erscheint gegenwärtig noch schwierig. Der schwache Ausfall
der PAS dieser sMS könnte durch einen hohen Anteil an Uteroglobin (BEIER 1967)

bedingt sein; nach KIRCHNER (1969) ist dieses PAS-negativ. Es wäre gut denkbar,
daß das Uteroglobin durchaus eine Kohlenhydratkomponente enthält, die aber in
der PAS nicht reagiert, beispielsweise wegen eines hohen Schwcfelsänreestergehalts.

Beim Übertritt des Keims in den Uterus kommt es zu einer Umgestaltung

d erH üll en. Nach BÖVINGSAuffassung (1954ff.) wird die Zona bei der Expansion

der Blastozyste soweit gedehnt (oder auch aufgelöst?), daß sie im Lichtmikroskop zu
mindest nicht mehr erkennbar ist. Die Mukoproteidschicht bleibt aJs Hüllc des Keims
crhalten und soll nach BÖVINGdurch Auflagerung von Uterussekret verstärkt wer

den. Die Blastozystenhüllen sind also zweischichtig (Teil!, Abb. 20-22, 34,35); die

innere Lage soll die Mukoproteidschicht sein (Mukolemma nach BÖVING),die äußerc

das aufgelagerte Uterussekret (Glöolemma nach BÖVING).
Nach meinen histochemischen Befunden tritt in der Mukoproteidschicht schon

bei älteren Furchungsstadien eine HaIe-negative !nnenzone auf (Teil!, Abb. 28),
die sich mit AB besonders stark färbt. Nach dem CEC- Verhalten ist sie vielleicht

verarmt an Schwefelsäureestergruppen ; dazu passen die starke AB, da diese bei sehr

hohem Schwefelsäureestergehalt schwach oder negativ ausfaJlen kann, und die dort
stärkere PAS. Wie GOTHIE (1958) nach ihren autoradiographischen Ergebnissen
vermutet, verwenden Blastozysten schwefelsäureesterhaltige Substanzen der Hüllen

zu ihrer "Ernährung".

Ähnliche Vorstellungen über einen Übertritt von Mukosubstanzen in den Keim

äußert KULANGARA(1961). !n meinen histochemischen Tests ist die PAS, während
sie bei der Mukoproteidschicht am 3. Tage nur schwach ausfällt, in allen Schichten
der Blastozystenhülle bald stark positiv. Besonders betont ist sie stets in der inneren

Schicht der Blastozystenhüllen (Teil!, Abb. 20-22; vgl. auch die Schemata). In

der Stärke der Färbung wie der Lage ist diese Schicht der Zona vergleichbar. Bis
5d ist sie zur äußeren Schicht scharf, danach unscharf begrenzt. Ähnliche Ergeb

nisse wie die PAS bringt die Proteinfärbung HgBPB. Ab 5 d p. c. wird in der ganzen

Dicke der Blastozystenhüllen NA nachweisbar (Teil!, Abb. 36, Tabelle 7: VII 8-11,
185, 187, 200f. Von diesem Zeitpunkt an sind die Hüllen im Paraffin sehr spröde.

Nach alle dem scheinen bei der Ausbildung der Blastozyste die Keimhüllen nicht

nur gedehnt und mit einer neuen Lage (Sekret des Uterus) bedeckt zu werden, wie

BÖVING(1954ff.) angibt, sondern offenbar kommt es zu einem gründlichen Umbau.
Dabei werden vielleicht Schwefelsäureestergruppen der Mukoproteidschicht abge-

spalten und P AS-reagible Hydroxylgruppen frei. Dies fügt sich gut zu den V or

stellungen von GOTHIE (1958) und von KULANGARA(1961) über einen Übergang von
Material aus den Hüllen in den Keim. Offenbar werden dabei Schwefelsäureester

gruppen durch die zweite Art von sauren Gruppen, NA, ersetzt. Woher diese NA
stammt, ist zur Zeit nicht klar. Es erscheint mir unwahrscheinlich, daß sie in der

Mukoproteidschicht in "maskierter" Form vorliegt, denn alle Prozeduren einschließ

lich alkalischer Vorbehandlung (Laktonspaltung?) bringen Hinweise auf einen NA

Gehalt nicht. Die NA der Zona dürfte nicht ausreichen, um alle NA der Blastozysten
hüllen zu stellen. Das Uterussekret enthält NA. Dies mag die wesentliche Quelle

sein (Schwefelsäureestergehalt s. Teil!, S. 180-211 und vgl. BOSTRÖMund ODEBLAD

1952; GOTHIE 1955, 1960). Um eine einfache Auflagerung aber kann es sich nicht
handeln, da Sialinsäuren auch in der inneren Lage der Blastozystenhüllen nachweis
bar sind.

Dies hindert mich daran, die Bövingschen Bezeichnungen fÜr die Blastozysten
hüllen zu übernehmen.

Ich nehme an, daß das Metterial von Zona und Mukoproteidschicht, vielleicht

zusammen mit Uterussekret und Sekreten des Trophoblasten, im Blastozysten

stadium umgebaut und neu angeordnet wird. Beim gegenwärtigen Stand des Wissens
möchte ich es vorziehen, auf eine Herleitung der einzelnen Schichten zu verzichten

und nur allgemein von "Blastozystenhüllen" sprechen.

4.8. Implantation der Blastozyste im Uterus

TY3 d p. c. beginnt im Bereich der Trophoblastsprosse die Auflösung der Blasto

zystenhüllen (Teil I, Abb. 40; s. auch die Arbeiten von BÖVING).
Die mesometral liegenden relativ intakten Reste unterscheiden sich in einer

Reihe von Tests von den antimesometral gelegenen, welche zu unförmigen Fetzen
umgewandelt sind: Letztere scheinen im Verhältnis zum Gehalt an Schwefelsäure

estergruppen ärmer an NA zu sein (Methylierung und Verseifung, AB bei pH 1,
HID-AB, CEC). So läßt sich an eine N Aase-Aktivität dieser Bereiche denken.

Schon die "klebrige Umwandlung" der abembryonalen Bereiche der Hüllen 7 d p. C.,

die von BÖVING(1954ff.) für die Orientierung des Keims im Uterus verantwortlich
gemacht und auf einen lokal hohen pH zurückgeführt wird, könnte mit solchen Pro

zessen zusammenhängen, denn saure Gruppen haben für die physikalisch-chemischen

Eigenschaften von sMS, z. B. die Viskosität, eine wesentliche Bedeutung (vgl. GOTT
SCHALKund TlJOMAS1961). Außerdem könnte eine NAase-Aktivität bei der Inva

sion des Trophoblasten eine Rolle spielen. Dabei kommt es nach BÖVING zu einer

Lockerung der Verbindungen zwischen den Uterusepithelzellen. Die Trophoblast
sprosse dringen in den Raum zwischen zwei Zellen ein (vgl. Teil I, Abb. 15c) und

fusionieren mit den Endometrium-Zellen. Die ZelloberfIächen des Uterusepithels,
besonders deutlich der Bürstensaum, enthalten reichlich NA, während zum mindesten
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die extraembryonalen Teile des Keims in ihren sMS auffälligerweise fast nur Schwefel

säureestergruppen erkennen lassen, so Trophoblast und Trophoblastsprosse und

die Substanzen der Blastozystenhöhle. Das CEC- Verhalten ähnelt dem von Kerato
sulfaten (über Keratosulfat-ähnliche sMS in der Allantoisflüssigkeit des Hühnchens,

die allerdings NA enthalten, s. MEYEH u. a. 1967). Jedoeh sind die Verhältnisse an

den Zelloberflächen lichtmikroskopisch nicht recht zu beurteilen. Die EJektronen

mikroskopie des Invasionsvorgangs legt die Vermutung nahe, daß dabei Oberflächen

spannungsveränderungen eine Rolle spielen, an denen die sMS beteilgt sind (GLENI
STEH1966a, b).

SCIIWICKberichtet (1963) über einen Anstieg von NAase-Aktivität im Uterussekret bis

62/3 d p. c. Der Nachweis mußte allerdings bei saurem pI-! erfolgen; das Uterussekret aber ist
alkalisch. Ich habe versucht, NAase-Aktivität histochemisch zu lokalisieren (DENKEn, a. a. 0.).

Da es bislang histochemische NAase-Tests nicht gibt, zog ich das Prinzip des Glykosidasennach
weises von DAIILQVISTund BRUN (1962) henm. Das verwendete System ist sehr komplex, und es
ist nicht ganz sicher, ob die erhaltene Lokalisation exakt ist. Ich beobachtete (7 d p. c.) eine Akti
vität in der Tiefe der mesometralen Endometriums-Furchen, d. h. nicht am Ort der Auflösung'
der Keimhüllen bzw. der Invasion. Zum Nachweis war auch hier ein saurer pH notwendig.

Diese Ergebnisse müssen zu Zweifelndaran führen, daß die gezeigte NAase

Aktivität wesentliche Bedeutung für Keimhüllenauflösung und Invasion hat. Sie I'·
behält aber Interesse im Zusammenhang mit der Beobachtung proteolytischer

Enzyme des Keims: ,;

In Korrelation zum Implantationsgeschehen tritt im Trophoblasten, wie ich

zeigen konnte (DENKEH, a. a. 0.), eine sehr hohe proteolytische Aktivität auf. Die
wirksamen Faktoren besitzen biochemische Eigenschaften, welche sie für die Auf

gabe der Hüllenauflösung und Invasion als geeignet erscheinen lassen, nämlich sehr
leichte Diffusibilität und Wirksamkeit bei alkalischem pH.

Unter der Vorstellung, daß die proteolytische Aktivität des Keims eine Holle

bei der Auflösung der Keimhüllen und der Implantation spielt, ergeben sich folgende

Gesichtspunkte:

1. Die sMS der Blastozystenhüllen und der Zelloberflächen des Uterusepithels

werden für die Proteolyse durch Abspaltung saurer Gruppen, z. B. durch NAase,

vorbereitet, da saure Gruppen den MS zunächst eine Heistenz gegenüber Proteo

lyse verleihen (vgl. RUNNsTHöM1949 für Arbacia; MORAund YOUNG1959; SELAund
KATCHALSKI 1959; GOTTSCHALK1960 b; MEHADEVAN u. a. 1967; F AILLAHD und

PmBILLA 1965; MARTIN u. a. 1967; TEXTER u. a. 1967). Diese Vorstellungen lassen

sich durch die Beobachtung stützen, daß die Hüllen nach NAase-Einwirkung durch

Trypsin schneller abgebaut werden (s. Teil I, S. 204). Eine gewisse Hesistenz gegen
über Proteolyse verleihen den MS neutrale Zucker (s. FAILLAHDund PRIBILLA 1964),

o daß auch andere Glykosidasen eine Rolle spielen können (die Trophoblastprosse

zeigten eine Aktivität vom ß-Galaktosidase und Glukosaminidase (DENKER, a. a. 0.).

2. Das Konzept einer gemeinsamen Aktivität von NAase und proteolytischen
Enzymen macht eine positive Hückkoppelung denkbar: Nicht nur die Proteolyse ist
nach NAase-Wirkung erleichtert, auch die NAase-Wirkung ist auf kleine MolekÜle

größer (s. NEUBERGER und MAHSHALL1966).

3. Die sMS der Heste der Hüllen ähneln in einigen Eigenschaften Keratosulfaten

(schwache PAS, hoher Schwefelsäureestergehalt, hohe CEC). Von Keratosulfaten ist

eine hohe Stabilität gegenüber Proteasen bekannt (MEYER u. a. 1967). Wenn die
Hüllen heterogen zusammengesetzt sind, könnten diese Reste also auch schlechthin

die zurückbleibenden resistentesten Komponenten darstellen. Die sMS der Gewebe

des Keims verhalten sich histochemisch ähnlich wie diese Reste der Hüllen. Sie mögen
den Keim vor einem Angriff der eigenen proteolytischen Enzyme schützen.

4. Das Endometrium enthält offenbar wirksame Inhibitoren für das proteoly
tische Prinzip des Keims: Bei Kontakt des Trophoblasten mit dem Endometrium

(physiologisch oder artefiziell bei der Montage) erlischt die Aktivität (DENKEH,
a. a. 0.). Vgl. dazu auch die Demonstration von Porteaseninhibitoren im Uterus

sekret durch BEIER 1967 a. (Zum Serum-Antitrypsin in der Schwangerschaft vgl.
auch GRÄFENBERG1909). Nach MAYER und DULDC (1966) und MAYER u. a. (1967)

existieren im Uterus bei Hatte und Maus Faktoren, die die Impl<1l1tation hemmen.

5. Die proteolytische Aktivität geht wahrscheinlich vorwiegend von den Tropho

blastsprossen aus und wird evtl. scharf lokalisiert eingesetzt beim "Platzen" der
Trophoblastsprosse, wie es BÖVING(1964a, 1966) beschreibt.

Für Maus und Ratte wird eine enzymatische Aktivität des Keimes in Frage gestellt oder
zumindest eine Kombination mit anderen, z. B. mechanischen Faktoren angenommen: :\It1USs.
COLE (1967); Ratte s. DICKMANNund NOYES (19GO); DIUKMANN(19G7a); ALLOITEAUund PSY
CIIOYOS(1966). Eine solche Aktivität befürwortet für die lVIaus REINIUS (1967). Beim :\I eer
sc h w ei n ch e n läßt sich eine proteolytische Aktivität der Blastozyste sicher nachweisen, wiihrend
die Ratte im gleichen Test negative Ergebnisse bringt (BLA?'IDAU1949). Morphologische Unter
suchungen der Implantation bei verschiedenen Nagern legen ebenfalls die Anlll1hme einer Enzym
wirkung auf die Zelloberflächen nahe (vgl. POTTS 1966; ENDERs und SCIILAFKE1967; POHTBH

19G7; NILSSON1967; MAYERu. a. 1967; FINN und McLAREN 1967; DEANESLY19(7). Bei }Iaus
und Ratte sind für die Orientierung des Keims die Existenz der Hüllen und ihre örtliche "Klebrig
Imit" offenbar nicht Voraussetzung (s. DICKMANNund NOYES1960; KIIlBY u. a. 19(7).

Die Implantation ist sicher Regula tio nen dur ch die Mutter unterworfen, die vielleicht,

zumindest mittelbar, hormoneller Art sind (vgl. SHELESNYAKund KRAICEIt 19(3). Eine Auf
lösung der Hüllen erfolgt beim Kaninchen in vitro nicht, auch nicht in Anwesenheit von Hor

monen (s. GLENISTER1966a; NEW 19(6), in vivo nicht nach Ovariektomie 7 d p. c. (LuTwAK
}IANN 19(2). Nach Entfernung der Zona kommt es zu einer Implantation in vitro auehohne
Hormone (GLENISTER1963, 1966a; vgl. <tuch COLE und PAUL 19(5). Zur Bedeutung von Pro
gesteron für die Implantation des Kaninchens s. ALLEN und CORNER(1929); RENNIE und DA
VIES (1965).

Sehr viel häufiger als beim Kaninchen sind die hormonalen Regulationen bei }[aus und

Ratte untersucht worden. In der Art dieser Regulationen bestehen aber offenbar große Unter-
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sehiede zu den Verhältnissen beim Kaninehen (Bedeutung von Östrogenen). Auf die sehr umfang
reiehe Literatur soll daher hier nieht eingegangen werden.

Die besprochenen Beobachtungen führen insgesamt zu folgenden Vorstel

lungen von den Prozessen der Auflösung der Blastozystenhüllen 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 mögen die Verhältnisse bei Kaninchen und Meer
schweinchen als Modell dienen. Beim Kaninchen sind Keimhüllenauflösung und

hnplantation eng miteinander gekoppelt. Vermutlich sind an bei den Enzyme maß

gebend beteiligt. Eine hohe proteolytische Aktivität des Trophoblasten ist beim
Kaninchen wie beim Meerschweinchen dafür 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 Erwägungen zu vermuten, aber noch nicht abgeklärt. Alle beteiligten Pro

zesse unterliegen sicher zahlreichen Regulationen. Dabei ist eine Bedeutung von
Inhibitoren der Enzyme, z. B. Proteaseninhibitoren, wahrscheinlich. Die Bereit

stellung von Enzymen und Inhibitoren wird vermntlich durch Hormone der Mutter
gesteuert (vgl. dazu die Arbeiten von SHELESNYAK 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 Veränderungen im Stoffwechsel des

Keims einher (GOTTSCHEWSKIund ZIMMERMANN1961; LUTWAK-MANN1963; ZIlVI

J\1ERiVIANNu. a. 1963; ZIMMERMANN1965, 1966, 1967). Zu diesem Zeitpunkt steigt
die Mortalität sehr stark an (ADAJ\IS1960b; BÖVING1963).

Zum Zeitpunkt, zu dem der Keim von der Tube in den Uterus übertritt,

findet auch eine Umstellung seines Stoffwechsels statt (s. S. 286 f.). Es ist das

gleiche Entwicklungsstadium, in dem ein morphogenetischer Prozeß zu Ende geht:
Die Scheidung von Embryonalknotenzellen und Trophoblastzellen (S. 248 ff.).

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 Körpergrundgestalt bildet sich. Dies gibt den äußeren Anlaß,

die hier vorgelegte Arbeit mit der Betrachtung dieses Stadiums zu beschließen. Die
mitgeteilten Beobachtungen können 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 mögen helfen, Konzepte für weitere Experimente
zu gewll1nen.

5. Zusammenfassung der Hauptergebnisse
Dm'gestellt werden Befunde zur Differenzierung der Blastomeren während der Furehung

und zur Frage einer Polarität der jungen Keimseheibe beim K<1ninehen. In einer gemeins<1men
Diskussion mit Ergebnissen, die in Teil I mitgeteilt wurden, werden folgende Vorstellungen ent
wiekelt:

1. Bei der Besamung wird eine saure Mukosubstanz in den perivitellinen Raum abge
geben. Die Mögliehkeit einer Bedeutung für den PoJyspermiebloek wird diskutiert (S. 272 ff.).

2. Bei der Furehung kommt es früh zu einer Differenzierung von präsumptiven
Embryon<1JknotenzelJen und Trophobl<1stzeJlen. Die Umwaehsung dcr ersteren dur eh
die letzteren ist im wcscntliehen nieht Ursaehc, sondern Ausdruelc der Diffcrcnzierung.

Die zwei Gruppen von Blastomeren untersehciden sieh dur eh die Verteilung von Proteinen,
RNS und später au eh Glykogen, nieht aber von Mukosubst<1nzen (S. 248ff., 274ff.).

3. Die funktionelle Polarität der frühen Keimseheibe geht nicht mit einer polaren An
ordnung hochmolekularer Kohlenhydwtsubstanzen cinher (S. 266 ff., 286).

4. Vor Beginn wichtigcr Morphogeneseschritte wird GI y kog e n in den Geweben deponiert:
vor der Bildung der Blastozyste im Keim, bei der Implantation in. Uterusepithel und Keim.
Während des Ablaufs dieser Prozcsse wird es abgebaut (S. 286 ff.).

6. Die Keimhüllen werdcn beim Übergang in das Bbstozystenst,Ldium ehcmiseh um
gestaltet, was sieh vor ,Lllemim Neuraminsäurcgeh<11t kundtut. Das bedeutet, d,Lßkeinc cinfache
.-\ufl<1gerung von Uterus sekret, sondcrn ein Umbau stattfindct. Ein Abbau Schwefclsäurecster

Jmltiger Gruppen währcnd dieser Prozcsse erscheint denkbar (S. 292).
G. Bci der Auflösung der Blatozystenhüllen und der Impl<1ntation scheint der Ab

bMl der Glykoproteine durch proteolytische Enzyme des Keims wesentlich zu sein. Eine Beteili
gung von Neuraminidase und <1nderen Glykosid<1sen ist <1ufGrund der Substratuntersuchungen

und ,ws theoretischen Erwägungen denkbar, aber nicht gesichert (S. 293ff.).
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