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Die strukturelle Entwicklung der Keimhüllen des Kaninchens
vom Stadium der Blastozystenbildung bis zur Implantation

Summary

Rabbit blastocyst coverings: structural transformation between the stages of blastocyst
formation and implantation

The extracellular coverings of rabbit blastocysts are not iclentical with the zona pellucida but
are more complex structures. Previously published views of their composition and identification
of their various layers were based exclusively on light microscopical investigations of total embryos
or of paraffin or cryostat sections, and have been contradictory (BRADEN, BACSICH& HAMILToN,
BÖVING, GOTHIE, DENKER, KIRCHNER). Therefore we performeel a systematic light and electron
microscopical and histochemical study of rabbit morulae and blastocysts of the stages 2Yz, 3Yz, 4,
4Yz, 5,6, 6Yz, anel 7Yz el'1Y3p:J3t CCJitllffi(el p.c.), 113ingAralelite-embeeleled m'1terial.
The morula (2Yz el p.c.) is surroundecl by the zona pellucida anel the mucoprotein layer (a strongly
charged sulphomucin eleriveel from the tubal secretion, characterized, in the electron microscope,
by fine-fibrillary structure). The zona pellucida disappears at 4% d p.c. not only as result of the
expansion of the blastocyst but by dissolution which may be due to enzymes possibly derived
from the trophoblast or the uterine secretion. Immediately thereafter, the zona is replaced by
a new layer which is deposited between trophoblast anel mucoprotein layer and which is composed
of protein-rich mucosubstances with sulphate ester groups and sialic acid. vVe propose to call
this new layer "neozona". Until implantation, it reaches considerable dimensions. This layer
has not been recognizeel before, or it has been misinterpreted aB zona pellucida. Our morphological
anel histochemical observations suggest that the neozona elerives at least in part from material
which is extruded from the trophoblast. This unterlines a new aspect of the physiology of pre­
implantative trophoblast, i.e. its secretory activity.
:B"rom 6 d p.c. on, a third layer can be recognized, the gloiolemma (BÖVING) which derives from
uterine secretion. It is located on the outside of the mucoprotein layer which by this way becomes
the mi delle Iayer of late preimplantation blastocyst coverings.

Einleitung

Während der Furchungs- und frühen Blastozystenstadien ist der· Embryo des Kanin­
chens von extrazellulären Hüllen umgeben, die nicht ohne weiteres mit der Zona
pellucida menschlicher Keime gleichzusetzen sind. Sie sind vielmehr komplexer
aufgebaut. Nach übereinstimmenden Ergebnissen früherer Untersuchungen be­
stehen die Hüllen in Furchungsstadien aus der Zona pellucida, die bereits im Follikel
gebildet wird, und der Mukoproteidschicht, die während der Tubenpassage auf den
wandernden Keim aufgelagert wird (BRADEN1952, BÖVING1957, 1963, BAOSIOHund
HAMILTON1954, DENKER 1970a und b). Die Vorstellungen über den chemischen
und strukturellen Aufbau der Hüllen der späteren Stadien (Blastozyste vom 4. Tag
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bis zur Implantation, 7. Tag) sind allerdings ebenso kontrovers wie die Ansichten
über den Bau und die Bezeichnung ihrer einzelnen Schichten.
Die kontroversen Vorstellungen der verschiedenen Autoren haben ihren Ursprung
u. a. in der Beobachtung, die ASSHETONschon 1895 machte, daß nämlich die HÜllen
trotz der starken Dehnung, der sie durch die Expansion der Blastozyste unterworfen
sind (der Blastozystendurchmesser vergrößert sich von ca. 0,5 mm im Stadium
41/2 Tage post coitum [d p. c.] auf immerhin ca. 5 mm am 7. Tag), ab dem 4. Tag in
ihrer Gesamtdicke nahezu unverändert bleiben. BÖVING(1957, 1963) leitete daraus
den Schluß ab, daß die Zona pellucida durch die Dehnung unter die Auflösungsgrenze
des Lichtmikroskops gerät und die HÜllen zum Zeitpunkt der Implantation aus der
verbleibenden Mukoproteidschicht und einer von außen aufgelagerten Schicht aus
verdichtetem Uterussekret, dem Glöolemma, bestehen, die ihrerseits die durch die
Dehnung bedingte AusdÜnnung ausgleicht. DENKER(1970a und b) hält auf Grund
histochemischer Untersuchungen eine Modifikation und Erweiterung dieser Vor­
stellungen fÜr notwendig. Er beobachtet, daß ab 5 d p. c. auch in der Innenschicht
der HÜllen Neuraminsäure nachweisbar wird, obwohl diese in der Mukoproteid­
schicht, die nach BÖVINGzur Innenschicht werden soll, nicht vorkommt. Ferner
betont er, daß sich die mechanischen Eigenschaften der Blastozytsenhüllen (Sprödig­
keit) vom gleichen Zeitpunkt an deutlich ändern. Er hält daher die Vorstellung, daß
die HÜllen präimplantativer Blastozysten aus zwei Schichten, Mukoproteidschicht
und Glöolemma, bestehen, für nicht haltbar und kommt zu dem vorsichtigen Schluß,
"daß das Material von Zona und Mukoprot~idschicht, vielleicht zusammen mit Uterus­
sekret und Sekreten des Trophoblasten, im Blastozystenstadium umgebaut und neu
angeordnet wird" (DENKER1970b, S. 293).
Die vereinzelten Angaben anderer Autoren führen keinesfalls zu mehr Klarheit,
sondern sind voll von WidersprÜchen. Für GOTHIE(1958) bestehen die Hüllen 4 d
p. c. einzig aus der Mukoproteidschicht, für BACSICHund HAMILTON(1954) 51/2 d
p. c. nur aus intakter Zona bei völligem Fehlen der Mukoproteidschicht. KIRCHNER
(1973, 1975) beschreibt die Hüllen als mindestens zweischichtig mit Zona pellucida
und Mukoproteidschicht, wobei Uterussekret als 3. Schicht außen aufgelagert sein
kann. Als Erklärung für die unveränderte Dicke der Zona postuliert er Quellungs­
prozesse, denen chemische Veränderungen in dieser Schicht zugrunde liegen.
Die genannten Arbeiten stützen sich ausschließlich auf lichtmikroskopische Befunde
und schließen z. T. nur ausgewählte Stadien der Entwicklung, nicht aber lückenlose
Serien, ein. Wir haben daher die Stadien von der Morula bis zur sich implantierenden
Blastozyste (21/2, 31/2, 4, 41/2, 5,6,61/2,71/2 Tage) einer systematischen histochemischen
und morphologischen Untersuchung an Semidünnschnitten und im Elektronen­
mikroskop unterzogen, um eine eindeutige Herleitung der einzelnen Schichten zu
ermöglichen. Dabei galt unsere besondere Aufmerksamkeit der Bildung und der
chemischen Umgestaltung der einzelnen Schichten.

Material und Methoden

Geschlechtsreife weibliche :\Iischlingskaninchen wurden wie frÜher beschrieben (DENKER 1970a)
gehalten, belegt und zum angegebenen Zeitpunkt post coitum (d p.c.) getötet, um die Embryonen
durch Ausspülen des Genitaltraktes mit 0,9 % KaCl-Lösung zu gewinnen. Die 110rulae und Blasto­
zysten wurden sofort in 3,6 % GJutaraldehyd in 0,2 m Cacodylatpuffer pR 7,3 bei 0-4°C 1 SM.
lang fixiert, in demselben Puffer ausgewaschen und mit 2,5 % Osmiumtetroxyd in diesem Puffer
3 Std. nachfixiert. Anschließend Entwässerung mit Äthanol und Propylenoxyd und Einbettung
in Araldit. SemidÜnnschnitte (1 pm) und DÜnnschnitte wurden mit dem Reichert-Ultramikrotom
OmU3 hergestellt. Die DÜnnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleizitrat kontrastiert und
am Philips-Elektronenmikroskop 300 bei 80 KV untersucht.
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Für die elektronenmikroskopische Darstellung von Mukosubstanzen wurde den Fixierungslösungen
Rutheniumrot (Endkonzentration 0,25 mg/mI) zugegeben (LUFT 1971a und b).
Für die lichtmikroskopisch-histochemische Untersuchung der Mukosubstanzen wurden Semi­
dünnschnitte nach der Methode von LANE und EUROPA (1965) von Araldit befreit. Dabei ist zu
beachten, daß es in einem gawissen Umfang zu einer alkalischen Hydrolyse einiger chemischer
Bindungan in den zu untersuchenden Substanzen kommen kann. Histochemische Reaktionen:
Muk03ubstanzan: Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) mit Kontrollen, Methylierungsreaktion,
Toluidinblau-Färbung bei pH 1 und pH 3, Alcianblau-Färbung, Neuraminidase-Behandlung;
Proteinfärbungen: Hg-Bl'Omphenolblau-Färbung, Hydroxynaphthaldehyd-Reaktion (Literatur
s. PEARSE 1968, DENKER 1970a, GERDES, in Vorbereitung).

Ergebnisse und Diskussion

Die Morula (21/2 d p. c.) ist von der Zona pellucida und der Mukoproteidschicht
umgeben. Die Zona wird, wie bereits erwähnt, im Follikel gebildet und stellt einen
Komplex aus Proteinen und Mukosubstanzen dar. Die Mukosubstanzen enthalten
sowohl anionische Gruppen - insbesondere Schwefelsäureester - als auch reichlich
PAS-reagible OR-Gruppen. Im Elektronenmikroskop läßt sie sich als innengelegene,
strukturlose und gleichmäßig elektronendichte Schicht leicht identifizieren (vgl.
auch Abb. 1). Die Mukoproteidschicht ist ein feinfibrilläres, stark negativ geladenes
Sulfomuzin aus verdichtetem Tubensekret, das bei der Toluidinblaufärbung eine
stabile Metachromasie zeigt.
Nach dem Übertritt des' Keims in den Uterus (3 d p. c.) werden Zona und Mako­
proteidschicht einem Umbau unterzogen. Dabei zeigt die Zona die stärkeren Ver­
änderungen in Form einer stark abgeschwächten PAS-Reaktion und einer starken
Verringerung des Proteinanteils vorwiegend in den inneren Abschnitten. In der Muko­
proteidschicht kommt es zu einer stärkeren PAS-Reaktion bei leichter Verringerang
des Sulfatestergehaltes.
Am 4. Tag sind die Rüllen infolge der Expansion des Keims deutlich dünner ge­
worden, aber nach wie vor 2schichtig. Die Mukoproteidschicht läßt zu diesem Zeit­
punkt morphologisch und histochemisch noch keine Anzeichen für eine weitere Um­
gestaltung erkennen. Auch die Zona zeigt morphologisch kaum Veränderungen. Ihre
PAS-Reagibilität hat allerdings drastisch abgenommen. Das folgende untersuchte
Stadium (41/2 Tage) zeigt dann, daß die chemischen Veränderungen dieser Schicht
nicht in einem eigentlichen Umbau bestehen, sondern in einer vollständigen Auflösung
der Zona zwischen dem 4. und 5. Tag enden. Lichtmikroskopisch ist dies wegen der
ohnehin geringen Dicke der stark gedehnten Zona schwer zu verifizieren. Es zeigt
sich jedoch eindeutig im Elektronenmikroskop (Abb. 2). Unmittelbar nach der Auf­
lösung wird die Zona durch eine neue Schicht ersetzt, die zwischen Trophoblast und
Mukoproteidschicht abgeschieden wird und aus proteinreichen Mukosubstanzen
mit Schwefelsäureestergruppen, Neuraminsäure und reichlich PAS-reagiblen vicinalen
OR-Gruppen besteht (Abb. 3). Das Anfangsmaterial der neuen Schicht erscheint oft
neben den Resten der Zona. Es ist im Vergleich zu diesen weniger elektronendicht
und grobgranulär und zeigt andeutungsweise fibrillenähnliche Strukturen.
Diese neue Schicht ist bisher nicht beschrieben oder irrtümlich als Zona pellucida
angesehen worden. Da sie diese zu ersetzen scheint und am gleichen histologischen
Ort auftritt, bezeichnen wir sie als Neozona.
Lichtmikroskopisch-histochemisch sind zwischen Trophoblastoberfläche und dieser
in Bildung begriffenen Schicht Granula nachweisbar, die eine ähnliche Zusammen­
setzung zeigen wie das Material der Neozona. Wir schließen daher aus unseren Unter­
suchungen, daß die Neozona vermutlich zumindest zum Teil als Sekretionsprodukt des
Trophoblasten aufzufassen ist. Damit ergibt sich ein neuer Aspekt in der Physiologie
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Abb. I. Trophobbst nnd HÜllen einer jungen Blastozyste des Kauinchens, 312 clp.o., Ruthenium­
rot, E;\[, 5800 X .
In der .Abbildung ist ,,,,oberst der TrophobJast (1') zu erkennen, darunter die relativ homogell
erselleinende, llur mÜßig eJektronendiehte Zona peJlueida (Z). Die l\lukoproteidsehieht (1\1) bildet
die Ünßere Lage der BlastozystenhÜllen (unten). Sie ist charakterisiert dui'Ch ihren .Aufbau aus
konzentrisch angeordneten J<'j briJlenjLam"Ilen.

des präimplantativen Trophoblasten, nämlich seine Fähigkeit zu sekretorischen
Leistungen. Die l\Tukoproteidschicht läßt auch in dicsem Stadium l~aum Anzeichen
für eine Umgestaltung erkennen.
Am 5. Tag hat sich der Bau derH.Üllen gegenÜber den frÜhcren Stadien grundlegend
verändert (Abb. 3). Die Neozona hat stark an Volumen zugenommen. Ganz außen
ist die Mukoproteidschicht eindeutig auf Grund ihrer kon~entrischen l,'ibrillen zu
erkennen. An der Grenze ~\Yischen ihr und der Neozona jedoch scheint jet~t eine
besondere Struktur zu existieren, die eine angedeutete kon~entrische Streifullg er­
kenncn läßt, wie sie eigentlich typisch für die Mukoproteidschicht ist, deren ßlek­
tronendichteaber nach außen abnimmt und in den inneren Partien mit der der Neozona
vergleich bar ist. llistochemisch ist dieser Abschnitt der lliillen charakterisiert durch
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Abb. 2. Trophoblast un(l BlastozystcnhÜllcn (lc:; Kaninchcns, 412 d p.o., ltuthcniumrot, E:H,
9600 x.
Die Bh1stozystcnhÜllcn bestehen fast ausschließlich aus der ;\Iukoproteidschicht (:\1), die an ihrer
typischcn Struktur gut crkcnnbar ist. Z"'iscllOn ihr und. dem Trophoblasten (T) sind kaum noch
neste der Zona pclJueicla nachweisbar. StellGll\\'(,ise finden sich am chemals von dcr Zona cin­
genommenem Ort dagcgen lockerc Aggregate gmJluliircJl, relativ "'eIlig kontrastierten J\Iateriab
(X) (kÜnftige 1'\ eozoJl>1·!).

emen großen Reiehtum an Proteinen und PAS-reagiblen OH-Gruppen sowie dureh
einen blauen Farbton in der ToluidinLlaufiirbung. \-Vir kommen auf Grund dieser
ßeoLaelÜungen zu dem Schluß, daß es sich hier um die inneren Abschnitte der lVIulw­
proteidschicht handelt, in die von innen her protcinreiehes MatGrial (Sekretnmterial
des Trophoblasten?) eingelagert wurde, das dureh die Maskierung saurer Gruppen
in der TolllidinLlaufärLung zu einem Verschwinden der lVIetachromasie dieser Ab.
schnitte mit cinem Ersatz durch eincn blauen Farbton geführt hat. Daß etwa zum
gleichen Zeitpunkt auch Uterussekretmaterial von außen in die Mukoproteidschicht
eindringt, ist auf Grund bereits vorliegender anderer Untersuchungen (KmcHNEg
1973) zu vermuten.
Wir halten fest, daß die Keimhü]]en 5 d p. c. weiterhin aus 2 Schichten Lestehen:
der Neozona und der lVIukoproteidsehicht, die ihrerseits zwar zumindest von innen
her einem Umbau unterzogen wird, aber als Schicht erhalten Lleibt.
Eine dritte Schicht, das Glöolemma, ließ sich in unseren Untersuchungcn erstmals
6 d p. c. nachweisen. Diese Schicht wird vom Endometrium auf die Mukoproteid­
schicht allfgelagert. Histochemisch zeigt sie einc Zusammensetzung aus Proteinen
und Mukosubstam:en unter Beteiligung von Schwefelsäureestern, Neuraminsäure
und PAS-rcagiblen OB-Gruppen.
Zum Zeitpunkt des Implantationsbeginns (etwa 7 d p. c.) bestehen die Hüllen somit
aus 3 Strukturcn unterschiedlicher Abstammung (ALb. 4-): der Neozona aus ver­
dichtetem ':I'rophoblastsekret, der lVIukopl'oteidschichtaus verdichtetem Tubensekret
und dem Glöolemma aus verdichtetem Uterussekret. Die Schichtengliederung ist
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Abb. :J. Trophobla_t un,l BJastozystenhÜllen des .Kaninchens, ;; cl p.c., Rl1thenil1mrot, El\I,
12800 X.

Der Aufbau der RlastozystcnhÜllen ist komplexer wHI sch"'erer analysierbar als in den voraUS­
gegangenen Stadien. Außen (im Bild unten) ist die l\lukoproteidschicht (M) an Hand ihrer typi­
schen grobgmnulÜr-fibrillÜren Struktur klar idcntifizierbar. Innen, ~l1m Trophoblasten ('1') ~u,
liegt die feingmnuliir-amol'phe Xeozona (X). Zwischen ihr und dem 'rrophoblastcn fin,len sieh
flockige rrÜ~ipitate yon ähnlicher Elektronendiehte. Die Grenze der XeoZOlHt zur l\Iukoproteid­
schicht ist nicht eindeutig bestimmbar: feingranuliircs :\latorial scheint VOll innen (oben) hol' in
dicsc einzudringen. In diescr Region erscheint die Struktur dm l\lukoproteillschicht dagegen auf­
gelockert.

sowohl auf dem SemidÜnnschnitt als auch im Elcktronenmikroskop sehr auffällig;
elektronenmikroskopisch wird sic in dicsem Stadium sogar deutlicher ohne als mit
Rutheniumrot- Vorbehandlung.
Die Umwandlung der KeimhÜllen in den einzelnen Blastozystenstaclien, die hier
beschrieben worden ist, scheint nicht in normaler \Veise zu erfolgen, wenn das uterine
.Milieu infolge von Eingriffen in den mÜtterlichen Sexualhormonhaushalt verändert
ist (BEIER 1974) oder wenn die Embryonen in vitro in utcrusproteinfrcien, lediglich
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Abb. 4. BlastozystenhÜllon dos }Caninu!tomi, G % d p.o., ollJio HuthoniumI'ot'msat~, E:\I, 1G GOO x.
DoutJioh lassen sioh drei Sohiehten der HÜ1l<munterscheiden: Innen liegt (lie feingl'Hnuliil'-amol'phe
Koo~ona (K), in der }[itte die :\lukoproteidschieht (:\1), außen das nur ,,-onig elektronondichte,
]ookel' struktul'ierte Glöolemma (G) aus yenliehtetem UterussekI'eL

Itinderserunmlbumin enthaltenden Gc\\'cbckultul'lllcdicn gchaltcn \I-erdcn. Dic Zont\,
pellucid1t wird unter solchen Bedingungen nicht aufgelöst und behindert infolgedessen
dic Expansion der sich entwickelnden Bla,sto,,;yste, bis diese HÜllenschicht dem sich
verstärkenden Exp1tnsionsdruck nicht mohr standlmlten kann und rupturiel't (BElEH
und 1\'Ioon 1979, DENKElt und MAUltER, in Vorbereitung). DarÜber hinaus ist offenbar
auch die weitergehende Transform1ttion der Bla,sto%ystenhÜllen, nämlich die Bildung
der Neowna (und erwartungsgemäß auch die des Glöolemmas), in vitro bei ]!'ehlen
uterinerH'aktoren gestört (DENKER und1\'IAuHEH, in Vorbereitung).
Die hier erstmals dargelegten Beobachtungen Über die durchgreifende Umwandlung,
die die KeimhÜllen des Kaninchens im Blastozystenstadium durchmachen, scheinen
uns von Bedeutung ,,;u sein fÜr die richtige Interpretation von Untersuchungen, in
denen das Kaninchen als Modell verwendet wird, fÜr das Studium des Stoffaustausehes
%\\'ischen Keim l1nd J\Iutter und fÜr die Erforschung der Biochemie der Keimhüllen­
aunösung (DE:N'KER1977) in der Anheftungsphasc der Implanbl,tion.
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