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Wihrend man frither allgemein annahm, da den Trophoblastzellen der Basal-
platte in der menschlichen Placenta in der zweiten Graviditatshilfte keine Be-
deutung mehr zukdme, wies WIsLocKI 1951 erstmals auf eine mogliche hohe
Aktivitdt dieser Zellen gerade am Schwangerschaftsende hin. Er sah die starke
Basophilie der basalen Trophoblastzellen als Zeichen fiir einen Reichtum an
Ribonucleinsiuren (RNS) und somit Vorbedingung zur Proteinsynthese an und
vermutete die Bildung von Choriongonadotropin in diesen Zellen. OrTmMANN fand
1955 grofe Mengen schollig-granulirer RNS in den basalen Trophoblastzellen
und schloB ebenfalls daraus auf eine mégliche Hormonsynthese. BarGMANN und
Kwxoor (1959) und WeBER (1961) wiesen erneut darauf hin, daBl die Trophoblast-
zellen der Basalplatte wegen ihrer besonderen Struktur in erster Linie fiir eine
Hormonproduktion, wahrscheinlich Gonadotropin, in Frage kimen. Auch
TaomseN und WiLLemseN (1959) vermuteten, dafl die in diesen Zellen am
Schwangerschattsende nachgewiesenen, auch nach Diastaseverdauung PAS-
positiven Substanzen fiir eine Gonadotropinbildung sprechen kénnten. Diese
Annahmen wurden kiirzlich von MipgLey und Pierce (1962) widerlegt, die
das Choriongonadotropin mit der Fluorescenzmethode nach Cooxs ausschlieBlich
in das Zottensyncytium lokalisierten, wéhrend sie die Basalplatte und die reife
Placenta tiberhaupt frei von Gonadotropin fanden.

Da jedoch gerade am Schwangerschaftsende ein Ansteigen in der Sekretion
verschiedener biochemisch in der Placenta bzw. im Placentarblut gefundener
Hormone zu beobachten ist, liegt die Annahme nahe, dall in den zur gleichen
Zeit nach histologischen Kriterien hochaktiven basalen Trophoblastzellen viel-
leicht doch das morphologische Substrat einer gesteigerten hormonalen Funktion
zu suchen ware.

Material und Methode

Wir untersuchten 101 menschliche Placenten aus allen Schwangerschaftsmonaten, vor-
nehmlich jedoch reife, und zwar einerseits durch Spontangeburt, andererseits durch Kaiser-
schnitt gewonnene Placenten (Tabelle 2). Der in den USA iiblicherweise vor Einsetzen
der Geburtswehen durchgefiihrte Kaiserschnitt schien uns die Gewihr fiir eine moglichst
weitgehende Erhaltung der Morphologie der reifen Placenta zu bieten, da ja eventuell fiir
den Geburtsakt bendtigte Hormone oder andere Wirkstoffe noch nicht ausgeschiittet sein
konnten. Zum Vergleich enthilt unser Material auch Placenten von einigen nach Einsetzen
der Wehen und bei primirer Wehenschwiiche durchgefiihrten Kaiserschnitten.

* Diese Arbeit wurde mit Mitteln des United States Public Health Service, Grant
GM-09472-02 durchgefiibrt.
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Paraffin- und Gefrierschnitte von groBenteils noch lebenswarm fixiertem Material wurden
mit zahlreichen histologischen und histochemischen Methoden untersucht. Unsere Standard-
fixierung war 10%iges Formalin; zusétzlich wurden eine Reihe von Gewebsstiickchen in
Bouin, Carnoy, San Felice und basischem Bleiacetat fixiert, je nach den Erfordernissen
der histochemischen Technik. AuBerdem wurden Placentastiickchen fiir Kryostatschnitte
in einem Petroleum-Ather-Bad bei —70° C gefroren. Der isoelekirische Punkt verschiedener
Zellstrukturen wurde einerseits am Paraffinschnitt durch Methylenblaubindung und Orange G-
Bindung bei abgestuftem pg (nach PiscrincEr), andererseits fluorescenzmikroskopisch mit
Acridinorange bestimmt. Dazu wurde die von ScHUMMELFEDER und STOCK angegebene
Methode etwas abgeéindert (nach DALLENBACH): zur moglichst weitgehenden Schonung der
Zelleiweille fertigten wir unfixierte Kryostatschnitte an, die nachtréglich 3 sec in Carnoy
fixiert wurden, um eine kriftigere Anfirbung mit Acridinorange zu erreichen.

Befunde
I. In allen durch vorzeitigen Kaiserschnitt gewonnenen Placenten unseres
Materials finden sich im Cytoplasma einer mehr oder minder grofen Anzahl
der basophilen Trophoblastzellen in der Basalplatte scharf begrenzte, wachsartig

Abb. 1. Durch vorzeitigen Kaiserschnitt gewonnene, reife Placenta. Proteineinschliisse in Cytoplasma
der basalen Trophoblastzellen. Farbung: Azan. Vergr. 1320mal

homogene, stark lichtbrechende Hinschliisse (Abb.1). Thre Zahl in einer Zelle
schwankt von 1 bis etwa 20, ihre GroBe von feinsten, lichtoptisch eben wahr-
nehmbaren Kérnchen bis zu tiber zellkerngrofen (Abb.2). Die meisten dieser
Einschliisse sind kreisrund, einige aber auch schollig bzw. unregelmiBig begrenzt.
Zuweilen liegen sie in einer Vacuole des Cytoplasmas (Abb. 3). Sie sind unregel-
miBig itber das Cytoplasma verteilt, liegen manchmal vorwiegend in unmittel-
barer Umgebung des Kernes, an einer Seite des Kernes oder in Cytoplasma-
fortsidtzen (Abb. 3) und bleiben sowohl im Gefrier- als auch im Paraffinschnitt
bei allen angewandten Fixierungen erhalten. Sie heben sich im HE-Schnitt fast
gar nicht vom gleichgeténten Cytoplasma ab. Mit Phloxin-Tartrazin (nach
Lexprum) firben sie sich jedoch leuchtend rot auch bei schon gelblich differen-
ziertem Cytoplasma. Auch mit der Trichromfirbung nach Massow, mit der
Azanfirbung nach HEIDENHAIN, mit der Pentachromfarbung nach Movar
und mit der Chromalaun-Hématoxylin-Phloxin-Methode nach Gomori stellen
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sie sich kontrastreich rot dar. Mit Phosphorwolframsidure-Hédmatoxylin (nach
Marrory) lassen sie sich tief dunkelblauviolett und mit WeicerTs Fibrin-

i b
Abb. 2a u. b. Je ein groBer ProteineinschiuB in Trophoblastzellen der Basalplatte einer reifen Placenta
nach vorzeitigem Kaiserschnitt., Farbung: Phloxin-Tartrazin. Vergr. a 615mal, b 480mal

Abb. 3. Reife Placenta nach vorzeitigem Kaiserschnitt. In Vacuolen gelegene Proteineinschliisse (PE)
in Cytoplasmafortsitzen von basophilen Trophoblastzellen der Basalplatte. Firbung: Phloxin-
Tartrazin. Vergr. 890mal

Methode tief violett anfirben. In der Gitterfaserdarstellung (nach Gomori)
werden sie von einem ganz zarten schwarzen Hiutchen umgeben, wihrend
sie sich selbst hellbraun anfirben (Abb. 4). Die KEinschliisse zeigen keine
Metachromasie mit Toluidinblau oder Methylenblau; sie reagieren negativ
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mit Alcianblau und Astrablau (nach Procu), PAS, Gallocyanin, Methylgriin-
Pyronin, Feulgen und Lichtgriin. Sie zeigen keine Doppelbrechung und keine
Eigenfluorescenz. Mit Luxolblau-Kernechtrot (nach PEarsE) stellen sie sich
unscheinbar hellblau dar und sind nur an ihrer starken Lichtbrechung zu
erkennen. Einzelne weisen eine ganz zarte, dunkelblaue ,Hille” auf. Im
Sudanschwarzpraparat sind die Einschliisse teils negativ, teils firben sie sich
schwachgrau an. Die Tetrazoniumreaktion ist deutlich positiv; nach Benzoy-
lierung fillt sie dagegen negativ aus: Die Einschlisse sind dann hellgelb und
im wesentlichen an ihrer starken Lichtbrechung zu erkennen. Der Umlade-

RE

Abb. 4. Schwarz imprignierte ,, Reticulumeinschliisse* (RE) und helle, von schwarzem Ring umgebene
Proteineinschliisse (PE) im Cytoplasma von basophilen Trophoblastzellen einer reiféen Placenta nach
vorzeitigem Kaiserschnitt. Gitterfaserdarstellung nach GoOMORI. Vergr. 995mal

bereich der Einschliisse liegt bei der Bestimmung am Paraffinschnitt mit Methylen-
blau und Orange G zwischen pu 4 und 5,2, der daraus errechnete isoelektrische
Punkt (IEP,) bei 4,6. Am Kryostatschnitt lassen sich die Einschliisse mit
Acridinorange nur nach Ribonucleaseverdauung erkennen (Methode nach ScrtM-
MELFEDER, EBscHNER und KrogH), da sie sonst von den basophilen und daher
stark rotorange fluorochromierenden Ribonucleinséduren iiberlagert werden. Mit
dieser Methode sind die Einschlisse bei pa 6 im Cytoplasma als rote Korner
eben schwach erkennbar, wihrend sie sich bei pm 4,8 nicht mehr vom gleich-
gefirbten Cytoplasma abheben. SH-Gruppen lassen sich mit der Methode nach
CrivREMONT und FrREDERIC nicht in ihnen nachweisen, trotz positiver Reaktion
des Fibrins im gleichen Schnitt. Auch die Aldehydfuchsin-Methode (nach Harmr)
ist negativ, d. h. die Einschliisse heben sich durch ihre kriftig gelbe Anfirbung
vom heller gelben Cytoplasma ab. Dagegen reagieren die Einschlisse mit der
Methode nach BARRNETT und SiLIeMaN schwach positiv: sie sind rotviolett
bei hellrosa getontem Cytoplasma. Die PreuBiischblau-Reaktion auf Eisen ist
negativ.
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Tabelle 1. Zusammenstellung der histochemischen Reaktionen an den Proteineinschliissen
und, Kernkugeln der basophilen Trophoblustzellen und an den Kornchen der endometriglen

Kornchenzellen
. . Protein- Granula der
Chemische Bausteine Histochemische Reaktion SJE?E;:@ rom- | endgmetrialen
zellen
Neutralfette, | SudanschwarzB . . . . 1 — (+) | — (+) —
Fﬁt{;%ilgéd Lipoproteide
Phosphatide | Luxolblau . . . . . . -- — —
Glykogen PAS . ... ... .. — — —
neutraleMuco- | PAS nach Diastase . . — — —
Poly- polysaccharide
saccharide PAS nach Diastase . . — — —
saure Muco- .
polysaccharide Metachromasie . . . . — — —
Basophilie . . . . .. — - —
Alcianblau und Astrablau — — —
Feulgen. . . . . . .. — — —
DNS Basophilie . . . . .. — — —
Gallocyanin-Chromalaun — (+) —
Nuclein- Acridinorange bei pg 6 . rob rot rot
sduren Acridinorange nach
RNS Ribonuclease . . . . (rot) griin (rot)
Methylgrin-Pyronin . . - (+) —
Gallocyanin-Chromalaun — (+) —
Tetrazonium. . . . . . + + +
Histidin Tetrazonium nach
Benzoylierung . . . . — (+) (+)
Tryptophan, | Tetrazonium nach
Arginin H-Sdure . . . . . . + -+ -+
. Phloxin-Tartrazin . . . rot rot rot
Proteine — -
Fibrin Weigert. . . . . . .. + 4 +
PTAH . . . . . ... + -+ +
Barrnett und Seligman . (+) (+) +
SH-Gruppen "oy remont und Frédéric — — (+)
Aldehyd-Fuchsin . . . - — —
Isoelektrischer | Methylblau und Orange G | pm 4,6 4,6 pr 4,09
Punkt (IEP,,)
Eisen PreuBischblaun . . . . . — — —

Nach diesen Ergebnissen (s. Tabelle 1) mul} es sich bei den hier beschriebenen
Strukturen uwm Proteineinschliisse (PE) handeln, die mdglicherweise von einer
diinnen Lipoidhiille umgeben werden.

Ein Teil der basophilen Trophoblastzellen enthélt nicht metachromatische
alcianblau-positive sowie durch Diastase nicht verdaubare P4 S-positive Kirn-
chen, die auch nach GroBe, Lage und Verteilung von den PE zu unterscheiden
sind: sie sind meist sehr klein und dann rund, wéhrend die grofleren unregel-
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méfig gebuckelt erscheinen. Sie zeigen keine stérkere Lichtbrechung und legen
einzeln oder zu mehreren in kleineren oder grofleren Vacuolen des Cytoplasmas.
Man findet sie nicht nur im Cytoplasma, sondern zuweilen auch als gréBere,
unregelmaBig begrenzte Einschliisse im Zellkern.

Von den PE abzugrenzen sind weiterhin gelegentlich im Bereich groBerer
Fibrinablagerungen vorkommende Fibrineinschliisse im Cytoplasma von Tropho-
blastzellen. Sie lassen sich von den PE schon durch ihre unscharfe Begren-
zung und eher kérnige Beschaffenheit leicht unterscheiden. AuBerdem farben

1 N T

Abb. 5. Basalplatte einer 5 Monate alten Placenta. Deciduazellen (D) und Trophoblastzellen (77)

durch Nitabuchschen Fibrinoidstreifen () voneinander getrennt. Intervilléser Raum (7). Die jede

cinzelne Deciduazelle umspinnenden Gitterfasern fehlen den Trophoblastzellen. Gitterfaserdarstellung
nach GoMORI. Vergr. 108mal, wurde auf */,, verkleinert

sie sich im Phloxin-Tartrazin-Priparat weinrot im Gegensatz zu den leuchtend
roten PE. Ihr isoelektrischer Punkt liegt am Paraffinschnitt bei pm 5,2, am
Kryostatschnitt bei px 6,2 und somit hoher als der der PE. Auch lassen sich
in den Fibrineinschlissen mit der Methode von CHEVREMONT und FrEDERIC
SH-Gruppen nachweisen, wihrend sich die PE mit der gleichen Reaktion negativ
verhalten.

Nicht mit den PE zu verwechseln sind mit der Gitterfaserdarstellung zuweilen
in der gleichen, am zahlreichsten jedoch in schon zugrundegehenden Zellen
nachweisbare feine ,, Reficulumeinschliisse’ (Abb. 4), die sich farberisch ganz anders
verhalten als die PE (DarreEnBAcH-HELLWEG und NETTE).

II. Vorkommen der Proteineinschliisse. Die PE enthaltenden Zellen sind
ziemlich gleichméaBig iiber die Basalplatte verteilt, jedoch dort am hé&ufigsten,
wo die Trophoblastzellen am besten erhalten sind und sich wenig oder gar
kein Fibrin bzw. Fibrinoid in ihrer Umgebung findet. An einigen Stellen der
Placenta ist der Trophoblastanteil der Basalplatte ausgesprochen ,,diinn,
d. h. Zotten und Decidua werden nur durch eine schmale Lage aus Fibrin
bzw. Fibrinoid mit einzelnen .darin eingeschlossenen Trophoblastzellen getrennt.
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Diese Trophoblastzellen enthalten so gut wie keine PE, so dal man zur Beur-
teilung des Gehalts einer Basalplatte an PE in einer Placenta immer mehrere

Tabelle 2. Mengenmdfiges Vorkommen der Proteineinschliisse
in den basophilen Trophoblastzellen (— bis +-+4-) in Ab-
hiingigkeit von Alter der Schwangerschaft wnd Dauer der Geburts-

wehen
Zahl Alter der AI‘!J der hen- PI'O't ein-
G | Gt | g | GRE | e
9 Mens T Abrasio — —
10 Mens IT Abort ? —
15 Mens IT1 Abort ? —
7 Mens IV Abort ? —
5 Mens V Fruchttod ? —
1 Mens VI Fruchttod ? —
2 | Mens VIII—IX | Kaiserschnitt ? —
(32u. 33 Wochen)
1 | Mens VIIT-IX Zange ? (+)
(34 Wochen)
1 [ Mens VIIT—IX | Kaiserschnitt | vorzeitig +
(35 Wochen)
1 Mens IX Kaiserschnitt | vorzeitig +
(36 Wochen)
1 Mens IX Kaiserschnitt | vorzeitig + -
1 Mens IX—X | Kaiserschnitt | vorzeitig | -+ 4
(37 Wochen)
1 Mens IX—X | Kaiserschnitt | vorzeitig | ++++
(39 Wochen)
4 Ende Kaiserschnitt | vorzeitig | + 4+ +
2 Ende Kaiserschnitt | vorzeitig | + 4+
8 Ende Kaiserschnitt | vorzeitig +-+
2 Ende Kaiserschnitt | 4 Std (+)
1 Mens IX—X | Kaiserschnitt | 131/, Std +
(37 Wochen)
1 Ende Kaiserschnitt | 28 Std (+)
1 Ende Kaiserschnitt | 5 Tage (+)
4 Ende Spontangeburt ? —
3 Ende Spontangeburt ? (+)
1 Ende Spontangeburt | 38 min |
1 Ende Spontangeburt| 1!/, Std (+)
1 Ende Spontangeburt| 23/, Std +
1 Ende Spontangeburt} 4/, Std (+)
1 Ende Spontangeburt| 5 Std +
1 Ende Spontangeburt | 5 Std —
1 Ende Spontangeburt,| 7 Std +
2 Ende Spontangeburt| 7 Std (+)
1 Ende Spontangeburt| 7'/, Std —
1 Ende Spontangeburt| 8!/, Std —
1 Ende Spontangeburt | 11%/, Std +
1 Ende Spontangeburt | 144/, Std —
1 Ende Zange 15 Std —
1 Ende Zange = | 24 Std (+)
1 Ende Spontangeburt | 303/, Std | |+
1 Ende Spontangeburt | 341/, Std —
3 Ende Kaiserschnitt | primére (+)
Wehen-
schwéche

Abschnitte aus der Ba-
salplatte  untersuchen
muf}. Dabei lasgen sich
Trophoblastzellen und
Deciduazellen, die sich
im HE-Schnitt sehr &hn-
lich sehen koénnen, in
der Gitterfaserdarstel-
Iung sehr klar vonein-
ander abgrenzen: den
Trophoblastzellenfehlen
die jede einzelne Deci-
duazelle umwickelnden
Gitterfasern (Abb. 5).
AuBerdem sind miitter-
liche wund kindliche
Zellschicht durch den
Nitabuchschen  Fibri-
noidstreifen voneinan-
der getrennt.

Die PE kommen in
der reifen Placenta
auller in den Tropho-
blastzellen der Basal-
platte auch noch in den
Resten des Tropho-
blasten der Inseln und
der Placentarsepten vor,
jedoch spérlicher als in
der Basalplatte. Da-
gegen sind sie in den
vereinzelt am Schwan-
gerschaftsende noch
erhaltenen Langhans-
zellen und auch im syn-
cytialen Trophoblasten
des Zotteniiberzugs
nicht nachweisbar. Die
Trophoblastzellen  der
Chorionplatte und des
Chorion laeve enthalten
nur in seltenen Fillen
vereinzelte PE.

Der junge Syncytio- und Cytotrophoblast des Zotteniiberzugs, der Zellsdulen
und der chorialen Invasion der ersten Schwangerschaftsmonate 1i8t keine der-



Uber Proteineinschliisse in basalen Trophoblastzellen 535

artigen HEinschliisse erkennen. Vielmehr sind sie erst in der spéten Graviditét
nachweisbar, wenn die Trophoblastzellen der Basalplatte voll entwickelt sind.
Die ersten PE unseres Materials finden sich im basalen Trophoblasten in einer
34 Wochen alten, durch vorzeitigen Kaiserschnitt gewonnenen Placenta. Die
PE erreichen ihre groBte Zahl unmittelbar vor der Geburt, wie sich aus den
Befunden an unseren durch vorzeitigen Kaiserschnitt gewonnenen Placenten
schlieBen 146t (Tabelle 2). In den Placenten des 8. und 9. Monats ist dagegen die
Zahl der Kernkugeln (s.unten) besonders groB. Demgegeniiber enthalten die
basalen Trophoblastzellen der durch Spontangeburt gewonnenen Placenten gar
keine oder nur spérliche
PR in einigen Zellen, dafiir
aber zum Teil sehr reich- _ r : k.
liche Vacuolen am peri- e TR i Y R /
pheren Cytoplasmasaum. | 5 \* 00 - LR ndd =y s
Eine direkte Abhingig- & 4 o SR v
keit der Zahl der PE von D i " 2 a1
der Dauer der Geburts- . = 5 AN 7Y e :'l(' 1
wehen bis zur Ausstofung & N X Ve Yoy e, It .'_" < e
der Placenta 148 sich je- >iqv = ey T S e
doch an unseren Fillen : /fl"z v /i - } ¢
nicht nachweisen. Fiinf- AR e A : e : ';‘_\. ¢
mal in unserem Material L o . N LN Ay :‘: " ,"'-%
war der Kaijserschnitt _ !
nicht vorzeitig, sondern & = N2
erst 4—120 Std nach Ein- % R B _ AP a4

setzen der Wehen durch-  aup. 6. Reife Placenta nach vorzeitigem Kaiserschnitt. Schollig-
geffjhr‘o. Diese Placenten granulire Ansammlungen von RN S im Cytoplasma der basophilen

. . Trophoblastzellen der Basalplatte. Férbung: Methylgriin-
enthalten, ebenso wie die Pyronin. Vergr. 553mal

spontan geborenen, spér-
liche oder keine PE. Die Placenten von drei wegen primérer Wehenschwéche durch-
gefithrten Kaiserschnitten enthalten nur wenige PE in ganz vereinzelten Tropho-
blastzellen. — Gegeniiber den PE sind die diastaseresistenten PAS-positiven Kérn-
chen auch noch in Placenten nach Spontangeburt in méaBiger Zahl nachweisbar.

I11. Das Cytoplasma der meisten Trophoblastzellen ist stark basophil und
auffallend reich an schollig-granuldren Ansammlungen von Ribonucleinsguren
(RNS), die sich im Methylgriin-Pyroninschnitt leuchtend rot und mit Gallo-
cyanin-Chromalaun blau darstellen. Nach Fluorochromierung mit Acridinorange
am Kryostatschnitt stellt sich das Cytoplasma infolge seines hohen Gehalts
an RNS im Bereich von px 3,4—7,0 rotorange dar; nach Ribonuclease-Verdauung
ist es mit Acridinorange in diesem pm-Bereich grau-grin. Die Tetrazonium-
Reaktion fillt an den RNS auch nach Benzoylierung noch positiv aus. Diese
RNS-Granula liegen vorwiegend in der Zellperipherie oder aber in runden Hauf-
chen an einer Seite des Kerns (Abb. 6) und haben dann fast die gleiche Lokali-
sation wie die PE. Das Cytoplasma enthilt aullerdem mehr oder weniger zahl-
reiche, meist der Zellmembran unmittelbar anliegende Vacuolen, von denen ein
Teil kleine PE beherbergt. Bemerkenswert sind ferner esterase-positive Kérner
im COytoplasma vieler Trophoblastzellen (Abb. 7).

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 336 37
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IV. Der Zellkern der basophilen Trophoblastzellen ist grofl, bldschenférmig.
Seine Feinstruktur 146t sich am klarsten nach Fixierung in San Felice erkennen.
Er hat ein zartes Chromatinnetzwerk mit ein oder zwei prominenten Nucleoli.
Diese sind pyronin-positiv und fluorochromieren nach Anfirbung mit Acridin-
orange von pu 3,4—7,0 im Kryostatschnitt leuchtend orangerot. Zuweilen ent-
halten die Kerne auBlerdem runde Einschliisse, die den grofleren Teil des Kern-
raums ausfillen koénnen (Abb. 8). Sie reagieren im Gegensatz zu den promi-
nenten Nucleoli acidophil und verhalten sich auch mit den meisten anderen
Farbungen dhnlich wie die PE (Tabelle 1), mit denen sie auch die wachsartige

Beschaffenheit und die
™ Y w9 @ « starke Lichtbrechung ge-
- ' Lo _ : meinsam  haben.  Die
’ ad groBten reagieren auch,
e ' , f B im (egensatz zu den
& kleineren, zuweilen mit
& a . Sudanschwarz  schwach
Y itiv. Besonders aut.
& positiv. esonders au
"’ fallend ist ihre blau-
e ' violette Anfirbung mit
. .’ . Weigert-Fibrin im Gegen-
N J satz zur hellrosafarbenen
'*'3 Toénung der prominenten
. 3 . "" we Nucleolen und iibrigen
A ~ Kernsubstanz. Zwischen
: . den noch deutlich baso-
" ) philen prominenten Nu-
Abb. 7. Reife Placenta nach Spontangeburf. Esterase-positive cleoli und den acidophﬂen
Kérner im Cytoplasma der basophilen Trophoblastzellen der  Kernkugeln lassen sich in
Basalplatte. Fsterase-Reaktion mit «-Naphthylacetat. w " .
Verer. 615mal Grofle und fiarberischem
Verhalten Uberginge auf-
finden, so dafl eine Grenze manchmal schwer zu ziehen ist. Die prominenten
Nucleoli und die Kernkugeln stoflen zuweilen ohne noch erkennbare Kern-
membran unmittelbar an das Cytoplasma, so als ob sie in dieses ausgeschleust
wiirden. Auflerdem erkennt man in einigen Kernen Vacuolen, die zum Teil
kleinere Kernkugeln beherbergen. — Von den oben beschriebenen, in einzelnen
Trophoblastzellkernen vorkommenden aleian-blau-positiven Hinschlissen sind
die Kernkugeln durch ihr farberisches Verhalten, ihre kreisrunde Form und
starke Lichtbrechung sehr leicht zu unterscheiden. Einzelne Trophoblastzellen
enthalten auch zwei, ganz selten mehrere Kerne.

V. ,.Klarzellige” Trophoblasizellen. Zwischen den die Hauptmasse bildenden,
stark basophilen Trophoblastzellen in der Basalplatte finden sich hier und dort
Gruppen von Trophoblastzellen, deren Cytoplasma bei den gewdhnlichen histo-
logischen Firbungen wie leer erscheint (Abb. 9). In ihnen lassen sich homogene,
kolloidartige, PAS-positive Substanzen in Tropfenform nachweisen, die nach
Diastaseverdauung verschwinden, alcianblau-negativ und nicht metachromatisch
sind. Die Zellen sind etwas kleiner und abgerundeter als die ibrigen Tropho-
blasten; auch ihre zentral gelegenen Kerne und Nucleolen sind nicht ganz so
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groBl. Diese Zellen enthalten keine PE, keine Esterase, keine diastase-resisten-
ten PAS-positiven Koérner und keine Fibrin- oder Reticulumeinschliisse. Sie
liegen fast immer dicht zusammen ohne breitere Zwischensubstanz. AuBer
den PAS-positiven lassen sich keine
weiteren Substanzen in ihrem Cyto-
plasma oder Kern nachweisen. Sie
enthalten wunseren Untersuchungen
nach Giykogen, und zwar in gleicher
Menge in den vor und in den nach
Einsetzen der Wehen gewonnenen
Placenten. Sie sind auch in der frithen
Graviditat, d.h. vom Entstehen der
Basalplatte an, schon in dieser nach-

weisbar und erinnern in ihrer Struktur " : i
am ehesten an die jungen, ebenfalls  spp.s. Groge Kernkugel in basaler Trophoblast-
lvkogenhalticen Cvtotrophoblast- zelle einer 36 Wochen alten, durch vorzeitigen
glyxog 8 . y p Kaiserschnitt gewonnenen Placenta. Fiarbung:
zellen der Zellsdulen. Philoxin-Tartrazin., Vergr. 1200mal

1

Abb. 9. Bagalplatte einer reifen Placenta nach Spontangeburt. Basophile Trophoblastzellen (BT),
,.Klarzellige** Trophoblastzellen (K 7'), Deciduazellen (D). Firbung: Phloxin-Tartrazin, Verg. 68mal

Literaturiibersicht

Bei sorgfiltiger Durchsicht der Literatur tiber die menschliche Placenta findet sich
nur bei Larra und BEBER (1957) eine Beschreibung von stark lichtbrechenden, mit dem
Bennettschen Reagens auf SH-Gruppen rétlichen Granula in Cytoplasma und Kern von
Cytotrophoblastzellen der Placenta, jedoch nicht nur in der Basalplatte, sondern auch in
der Langhansschicht. Diese Granula waren in der reifen Placenta am hiufigsten und wurden,
der Hypothese von Wisrockr folgend, mit der Gonadotropinproduktion in Zusammenhang
gebracht. Die von ORTMANN (1955) beschriebenen ,,Kolloideinschliisse in Cytotrophoblast-
zellen, die eine intensive Polysaccharidreaktion geben, kénnen nicht mit den hier beschrie-
benen PE identisch sein, sondern eher mit den auch in unserem Material gesehenen diastase-
resistenten, PAS-positiven Einschliissen in kleineren Gruppen von basophilen Trophoblast-

37*
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zellen. Am ehesten vergleichbar mit den PE erscheinen noch die von BerTorIsT im Chorion-
epithel des Schweins am Schwangerschaftsende nachgewiesenen, mit der Chromhdmatoxylin-
Phloxin-Methode von Gomoxzz rot anfirbbaren Eingchliisse. Des sehr unterschiedlichen Baues
der Schweineplacenta wegen ist jedoch ein Vergleich mit den Befunden am Menschen kaum
moglich.

Weiterhin wurden bisher folgende Substanzen in den Trophoblastzellen der Basalplatte
beschrieben:

Ribonucleinsiuren: 4+ (OmrTMANN 1949; Wistockr 1951; McKay, Herrie
et al. 1958; WeBEr 1961; BLEYL 1962)

Mitochondrien: + (WrsLocokrr 1951)

Kernkugeln: 4 (OrTMANN 1955)

Proteingebundene SH-Gruppen: (+4) [WisLookr 1953 (Methode von BARRNETT und SELIG-
MAN 1952)]

Alkalische Phosphatase: 0 (Wisrockr 1951; TroMmseN 1955; McKay, Herrie
et al. 1958)

Saure Phosphatase: @ {WisLockr 1951)

teils @, teils + (THOMSEN 1955)

(+) (McKay, Herrie et al. 1958)
Esterase: +  (Wisrooxi 1953; McKay, Hertig et al. 1958)
5-Nucleotidase: 4+ (THOMSEN und PaNka 1956; McKav, HERTIG et al.
1958)
Bernsteinsduredehydrogenase: + (Wisrockr 1953; OrTMANN 1955)
Glykogen: + (DriesseNn 1907; Fiescu 1911; WisLockr 1951;

McKay, HEerTic et al. 1958; THoMsEN 1958)
Diastaseresistente Polysaccharide: + (OrRTMANN 1949; Wisrockr 1951)
Mucopolysaccharide:’ 4+ (TeOoMSEN und WiLLEMSEN 1959; Luwin 1960)
Fette und Lipoide: (WisLockr 1951)
(+) (TEoMsEN und LorENZEN 1956)

Besprechung

Welche Bedeutung kénnte den hier beschriebenen PE zukommen ? Sind sie
Abbauprodukte oder Ausdruck einer spezifischen Zellfunktion? Werden sie in
der Zelle gebildet oder von auBen aufgenommen? Die die PE enthaltenden
Trophoblastzellen sind ihrer morphologischen Struktur nach keine degenerieren-
den, sondern hochaktive Zellen; sie enthalten einen grofien, bldschentérmigen
Kern mit prominentem Nucleolus und ein Cytoplasma, das durch seinen Reich-
tum an RNS die Voraussetzungen fir eine Eiweillsynthese bildet. Es enthélt aufler-
dem zahlreiche Fermente, vor allem Nucleotidase, Dehydrogenase und Esterase.
Da die hier beschriebenen Einschliisse aller Wahrscheinlichkeit nach ziemlich
reine, hohermolekulare Proteine darstellen, liegt die Annahme sehr nahe, daB sie
intracellulsr im Bereich des Ergastoplasma mit Hilfe von RNS-Granula gebildet
werden. Der schwach positive Ausfall der Methode von BARRNETT und SELIGMAN
148t darauf schlieBen, daB in diesen Proteinen auch Aminoséuren mit SH-Gruppen
vorkommen, wenn auch wahrscheinlich nur in kleiner Zahl, denn die weniger
empfindliche Methode von CHitvREMONT und FrEDERIC War negativ. Mit Aldehyd-
fuchsin war von vornherein kein positives Ergebnis zu erwarten, da diese Methode
nur die SH-Gruppen der basophilen Strukturen erfaBt (Scort und CrAYTON).

Die stark lichtbrechenden Kerneinschliisse, die auch schon von ORTMANN
(1955) gesehen wurden, kénnten umgewandelte Nucleoli sein, die als Vorstufen
der RNS-Ausschleusung in das Cytoplasma zum Zwecke der Proteinsynthese
aufzufassen wiren. Ein dhnlicher Vorgang wurde bereits von ALTmMaNy (1949,
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1955) an Zellkernen in Leber und Pankreas bei hoher Beanspruchung des Zell-
stoffwechsels beschrieben und von Grorp und Hups (1958) an Miusefibroblasten
auch lebend beobachtet. Bei dem Versuch, die Kernkugeln zu deuten, muf
man jedoch auch noch an die Moglichkeit einer Proteinsynthese bereits im Kern
denken. Fiir diese Hypothese spriche unter anderem das #hnliche farberische
Verhalten der Kernkugeln und der PE, die gelegentliche Lage auch der Kern-
kugeln innerhalb von Vacuolen, und die Untersuchungen von SiEBErRT und
Stark (1954), die z. B. das Gonadotropin auch in der Kernfraktion der
Placenta fanden. Auch BareMany (1955) hilt eine Proteinsynthese im Kern
von endokrinen Zellen durchaus fiir moglich.

Die vorwiegend peripher im Cytoplasma liegenden Vacuolen in den Tropho-
blastzellen mochten auch wir, wie bereits FusiMmura, WisLockI und ORTMANN,
nicht als Zeichen einer Zelldegeneration, sondern eher einer hohen Zellaktivitit
auffassen. Da ein Teil der PE in Vacuolen liegen, wire es denkbar, daB die PE
auf dem Wege einer Verflussigung aus der Zelle ausgeschleust wiirden und
sozusagen die Vorstufen eines Sekrets darstellen. Einen dhnlichen Mechanismus
nahm bereits Fusmmura fiir die Sekretion von Placentazellen an. AuBerhalb der
Trophoblastzellen haben wir in unseren Priparaten keine intakten PE mehr
nachweisen konnen. Auffallend war in diesem Zusammenhang, daB gerade die
Trophoblastzellen in den nach Spontangeburt erhaltenen Placenten mit nur noch
sparlichen PE reichliche Vacuolen aufwiesen. Die Annahme, daB die die PE
enthaltenden basalen Trophoblastzellen sezernierende Zellen sind, liegt also ihrer
Gesamtstruktur und der Art der Einschliisse nach sehr nahe (s. auch Bara-
MANN 1955). Die Tatsache der bloB zeitweiligen morphologischen Nachweisbar-
keit der PE spréche dann gegen eine kontinuierliche Sekretabgabe und fiir eine
Aufspeicherung des Sekrets in der Zelle bis zum Augenblick der Ausschiittung,
der offenbar zur Zeit der Geburt gekommen ist. In diesem Zusammenhang
wird man in erster Linie an ein innersekretorisches Sekret denken.

Von den biochemisch in der Placenta nachgewiesenen Hormonen sind bisher nur die
Steroide Oestrogen und Progesteron sowie das EiweiBhormon Gonadotropin morphologisch
in das Zottensyneytium lokalisiert worden. Der Nachweis erfolgte bei Oestrogen und Pro-
gesteron einerseits histochemisch durch die Darstellung von Ketosteroiden (WIsLock1 und
BennerT 1943; DEMPSEY und WISLOCKI 1944; Asusri und Hrrtic 1952), andererseits
durch Oestrogennachweis im umgebenden Medium von in der Augenkammer des Kaninchens
(StEWaRT 1951) und in vitro (DECLERCE 1958) geziichtetem Syncytium. Gonadotropin
wurde erst kiirzlich (MipeLEY und Prmrce 1962) mit der Fluorescenzmethode nach Coons
im Syneytium nachgewiesen, nachdem vorher auch die Langhansschicht als Bildungsstitte
diskutiert worden war (Gry et al. 1938). Biochemisch wurden noch eine Reihe weiterer
Hormone im Placentarblut gefunden: Corticosteroide (DECouroy et al. 1952; JoHNSON
und Harxes 1952), Relaxin (Zarrow et al. 1955), ACTH (Jamwrr und Kxowrrox 1950),
Prolactin (Diczravvsy und TrorN 1961), Vasopressin (Byrom 1951) und ein Melanocyten
stimulierendes Hormon (MSH) (VaroN 1959). Der morphologische Nachweis eines weiteren
Hormons im Placentagewebe ist bisher nicht gelungen. Gegen die Bildung von ACTH,
Prolactin, Vasopressin und MSH in der Placenta selbst sprechen eine Reihe klinischer und
biochemischer Befunde (Drczraruvsy und Trosx), wihrend die Produktion von Cortico-
steroiden und Relaxin im Placentagewebe moglich wire (Ryax 1962). Chemisch handelt
es sich bei Relaxin (Molekulargewicht 10000—12000) um ein hoher molekulares Protein
mit einem isoelektrischen Punkt von 5,4—5,5 (Hisaw).

Geht man also von der Annahme aus, daf} die PE das morphologische Substrat
eines in der Placenta gebildeten Hormons darstellen konnten, so kdme der
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chemischen Struktur nach am ehesten Relaxin in Betracht. Dabei wiirde die
wihrend der Graviditdt stdndig ansteigende und im Augenblick der Geburt
scharf abfallende Konzentration des Relaxins (ZARROW et al.) im Placentarblut
unseren morphologischen Befunden sehr wohl entsprechen. Es wiire jedoch ebenso
méglich, dafl die PE nur die Trigersubstanz des eigentlichen aktiven Sekretions-
produkts darstellen. Die in einigen Férbungen beobachtete, die PE umgebende
feine Hiille, die moglicherweise aus Lipoiden besteht, konnte derjenigen ent-
sprechen, die REoDIN und TERzZAKTS kiirzlich bei ihren elektronenmikroskopischen
Untersuchungen iiber die Morphologie der Hormonbildung in Umgebung der
Sekretionsgranula im Cytoplasma des Zottensyncytiotrophoblasten der Placenta
sahen.

Auffallend ist die weitgehende histochemische Ubereinstimmung und mor-
phologische Ahnlichkeit der PE mit den Kérnchen der endometrialen Kornchen-
zellen HampErLs (s. HELLWEG 1956), die sich unseren neueren Befunden nach
nur durch einen etwas groferen Gehalt an SH-Gruppen und an Histidin
(s. Tabelle 1: Tetrazonium nach Benzoylierung, CEEvREMONT und FrEDERIC,
BagrxerT und SELIGMAN) von den PH unterscheiden. Auch die Kérnchenzellen
konnten eventuell Relaxin enthalten, wurde doch dieses auch im Uterus selbst
biochemisch nachgewiesen. Aus diesen Uberlegungen heraus fiihren wir derzeit
fluorescenzmikroskopische Untersuchungen zur Lokalisierung des Relaxins und
anderer EiweiBhormone in der Placenta und im Endometrium durch, iiber die
in einer zweiten Mitteilung berichtet werden soll.

Die diastase-resistenten PAS-positiven Einschliisse in Cytoplasma und Kern
von einzelnen basophilen Trophoblastzellen sind hochstwahrscheinlich Glyko-
proteide und konnten sehr wohl, wie auch TuOMSEN und WILLEMSEN an-
nahmen, Reste von Gonadotropin sein, das von SIEBERT und STARK zu einem
Drittel auch in der Kernfraktion der Placenta nachgewiesen wurde. DalB MipcLEY
und PrEroE in der Basalplatte der reifen Placenta fluorescenzmikroskopisch
kein Gonadotropin mehr nachweisen konnten, spricht nicht unbedingt gegen
diese Annahme, sondern kénnte darauf beruhen, daBl die am Schwangerschafts-
ende, zumal nach Spontangeburt, in der Placenta noch enthaltenen, klinisch
ohnehin sehr niedrigen Gonadotropinmengen zu klein sind und sich somit dem
Nachweis durch diese Methode entziehen!.

Zusammenfassung

Im Cytoplasma der basalen Trophoblastzellen der reifen menschlichen Placenta
wurden stark lichtbrechende, zum Teil in Vacuolen liegende Proteineinschliisse
(PE) nachgewiesen. Sie waren in Placenten, die durch Kaiserschnitt vor Ein-
setzen der Geburtswehen gewonnen wurden, sehr reichlich, in Placenten aus
Spontangeburten dagegen nur sehr spérlich oder gar nicht vorhanden. Die diese
Einschliisse enthaltenden Trophoblastzellen waren sehr reich an RNS; ihre Kerne
wiesen neben prominenten Nucleoli zuweilen ebenfalls runde Einschliisse auf,

1 Nach Drucklegung dieser Arbeit berichteten THiEDE und CroATE (14. Ann. Meeting of
the Histochemical Society, Washington, D. C., 7.—8. 4. 63) tiber den fluorescenzmikroskopi-
schen Nachweis von Gonadotropin im Zottensyncytium, Amnionepithel und in kleinen
Mengen auch in den basalen Trophoblastzellen (personliche Mitteilung) der reifen mensch-
lichen Placenta.
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die sich férberisch &hnlich verhielten wie die PE. Aus den histochemischen
Befunden und dem zeitlichen Vorkommen der PE wird auf ihren moglichen
Zusammenhang mit einer endokrinen Funktion der basalen Trophoblastzellen
am Schwangerschaftsende geschlossen. Dabei ware in erster Linie an eine Pro-
duktion von Relaxin zu denken.

Protein Inclusions in Basal Trophoblastie Cells of the Human Placenta at Term
Summary

Strongly refractile cytoplasmic protein inclusions (PE), some of which were
within vacuoles, were demonstrated in the basal trophoblastic cells of the mature
human placenta. They were very numerous in placentas obtained by elective
Caesarian section before the onset of labor, but in placentas from spontaneous
deliveries they were rare or absent. The trophoblastic cells containing these
inclusions were unusually rich in RNA. Besides the prominent nucleoli in their
nuclei there were at times round inclusions which stained similarly to the protein
inclusions. Therefore, from the histochemical results and the occurrence of the
protein inclusions before birth, it is postulated that the basal trophoblastic
cells at the end of pregnancy have an endocrine function. The first such function
to come to mind is the production of relaxin.
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