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Hisaw (1926) hat als erster nachgewiesen, daB die bei Mensch und Saugetier
seit langerem bekannte Symphysenerschlaffung vor und wihrend der Geburt
beim Meerschweinchen durch ein im Blutserum enthaltenes Hormon mit relaxie-
render Wirkung zustandekommt. Dieses spéter als Relaxin bezeichnete Hormon
wurde dann in groeren Mengen vor allem im Ovar des schwangeren Schweines
(ALBERT et al. 1947 ; Hisaw und Zarrow 1948), im Uterus des Meerschweinchens
(Zarrow 1948), in der Kaninchenplacenta (Zarrow 1949) und in der Decidua
des Schafes (CassaNo et al. 1952) nachgewiesen. Im Blutserum der schwangeren
Frau fanden als erste PoMMERENKE (1934) und ABRAMSON et al. (1937) einen
Gehalt an Relaxin. ZarRow et al. (1955) wiesen im Schwangerenserum 0,2 GPU/ml
Relaxin in der 7.—10. Schwangerschaftswoche und 2 GPU/ml von der 38. bis
42. Woche nach, im Placentargewebe 0,5—4,0 GPU/g. Die in den letzten 35 Jah-
ren durchgefilhrten zahlreichen Untersuchungen itber Vorkommen, chemische
Zusammensetzung und Funktion des Relaxing bei Mensch und Tier sind mit
umfangreicher Literatur in Ubersichtsarbeiten gut zusammengefaBt (s. vor
allem Hisaw und Zarrow 1950; SHER und MARTIN 1956; STEINETZ et al. 1959;
SToNE 1959). So konnte auch die chemische Struktur des Relaxing kiirzlich
weitgehend aufgeklirt werden (Comrn 1963; Friepen 1963). Uber die Funktion
des Relaxing gehen die Meinungen noch so weit auseinander, daf} es von kritischen
Klinikern therapeutisch nicht verwandt wird. Der Bildungsort des Relaxins im
Gewebe ist bis heute unbekannt. Da es sich um ein EiweiBhormon mit bekannter
Antigenizitat (CorEN) handelt, haben wir versucht, Relaxin in den es enthaltenden
Geweben bei Mensch und Tier fluorescenzmikroskopisch nachzuweisen. Im fol-
genden soll zundchst tiber unsere Unfersuchungen am menschlichen Gewebe
berichtet werden.

Material und Methode

1. Immunisierung der Tiere. Drei jungen Kaninchen von 2!/,—31/, kg Korpergewicht
wurde zuniichst Blut zur Gewinnung von normalem Kontrollserum entnommen. Sie be-
kamen danach intramuskulir jeweils an mehreren Stellen zwischen den Schulterblidttern
und in den Glutaeus maximus eine Relaxinlosung injiziert, die in folgender Weise hergestellt
war: Chemisch weitgehend gereinigtes und fiir wissenschaftliche Zwecke standardisiertes
Relaxin der Warner-Lambert Research Laboratories (Sremnerz 1963)* wurde in destilliertem
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Wasser bis zu einer Konzentration von 25 mg/ml gelést und dann mit dem gleichen Volumen
von Freunds Adjuvans (Difco, Detroit) emulgiert. Bei der ersten Injektion erhielt Kanin-
chen A insgesamt 26 mg Relaxin, Kaninchen B 53 mg und Kaninchen C 106 mg. 40 Tage
danach wurde den Tieren Blut entnommen und dann die gleiche Menge Relaxin erneut inji-
ziert. 70 Tage spiter wiederholten wir die Blutentnahme und die Re-Injektion, diesmal mit
50 mg Relaxin bei Kaninchen A und B und 70 mg bei Kaninchen C. Kaninchen C starb
kurz danach im anaphylaktischen Schock. 50 Tage danach wurde den Kaninchen A und B
erneut Blut entnommen und nochmals je 25 mg Relaxin, diesmal in physiologischer Kochsalz-
losung, injiziert. Nach 4 weiteren Tagen wurde von diesen beiden Tieren nochmals Blut
abgezogen.

2. Immunologische Serumteste. Alle so gewonnenen Seren wurden mit der von OvcH-
TERLONY (1958) angegebenen Technik auf Doppeldiffusions-Agarplatten und nach der
Himagglutinationsmethode  von
BovpEx (1951) und StaviTzRy
(1954) auf ihren Gehalt an Anti-
korpern untersucht. Die Ouchter-
lony-Platten der nach AbschluB
der Immunisierung gewonnenen
Antiseren aller drei Kaninchen
zeigten deutliche Précipitations-
streifen zwischen Relaxin und dem
getesteten Serum in allen Ver-
dinnungsstufen (von 1:1 bis 1:16;
s. Abb. 1) als Beweis fiir einen
Antikorpertiter dieser Seren gegen
Relaxin. Die Hohe dieser Titer
ergab sich aus dem Hémaggluti-
nationstest: sie lag bei allen drei
Kaninchen iiber 1:5 Millionen.
Eine physikochemische oder im-
munoelektrophoretische Klarung
des heterogenen Charakters der
Kaninchen -y- Globulin- Antikérper
wurde nicht versucht.

Abl:;. 11. ];gppe}lﬁi}fjusio?sagalipla.tte ‘nach -OUCHTEéLOI.\IY, In 3. Markierung und weitere Zu-

A - . .
amtiserm in verschicdenen Vordinmungon: obon Hnke 111, von  Dereitung der Antiseren. Je 10 ml
dort im Uhrzeigersinn weiter 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16. Ent- der Gesamtseren wurden nach der
sprechen dem Grad der Verdiinnung abnehmende Intensitit von NAIRN (1962) modifizierten

des Pricipitationsstreifens zwischen Relaxin und Serum Technik von Cooxns und KAPLAN

(1950) einerseits mit Fluorescein-
isothiocyanat, andererseits mit Rhodamin-, B“-isothiocyanat gebunden. Diese Seren
wurden dann zentrifugiert (3000 U/min) und zweimal durch eine chromatographische
Siule (40x2 cm) geleitet, die mit Sephadex G 25 von mittlerer Koérnchengrofie gefiillt
war (Technik nach PoraTH et al. 1959 und KiLranper et al. 1961). Die dadurch etwa
sechsfach verdiinnten Seren wurden in von Carbowax 4000 umgebenen Dialysebeuteln wieder
auf Volumina von jeweils 6—10 ml konzentriert (nach Liep 1961). AuBerdem markierten wir
Gesamtseren, extrahierten dann die p-Globulinfraktion (nach Curraix 1961) und konzen-
trierten danach wieder mit Carbowax. Alle bisherigen Schritte wurden im Kihlraum bei
20 C durchgefiihrt. Einige cm?® von jedem der anschlieBend zum Firben verwandten konzen-
trierten Seren wurde dann zweimal mit Méuse- und Kaninchen-Leberpuder je 1 Std lang
absorbiert (nach Coons und KarraN) und bei 18000 U/min und 2° C 15 min lang zentrifugiert.
Wie GOLDSTEIN et al. (1961) zeigten, wird auch bei Anwendung konjugierter y-Globuline
eine unspezifische Fluorescenz nicht ganz beseitigt, jedoch ist sie geringer als bei Be-
nutzung der Gesamtseren zum Férben. Auf jeden Fall waren Gewebepuder zur Absorption
erforderlich.

4. Verwandtes Gewehe und Anfertigung der Gewebsschnitte. Wir untersuchten Gewebs-
stiicke: 1. aus 5 reifen, durch Kaiserschnitt vor Einsetzen der Wehen gewonnenen und einer
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reifen, spontan geborenen menschlichen Placenta; 2. aus 5 jungen, durch Abrasio gewonnenen
Deciduen von einem Schwangerschaftsalter zwischen 8 und 20 Wochen; 3. aus einem Corpus-
endometrium kurz vor der Ovulation. Zahlreiche kleine Gewebsstiicke dieser Fille wurden
sofort nach der Entnahme, grofenteils noch lebenswarm, in einem von Trockeneis umgebenen
Petroleum-Athergemisch bei — 70° C tiefgefroren und bei — 40° C bis zur Weiterverarbeitung
aufbewahrt. 2-—4 u dicke Gefrierschnitte wurden im Kryostaten mit einem mit Trockeneis-
behilter versehenen Messer bei — 18 bis — 20° C angefertigt (nach Prarse 1961) und diese
Schnitte bei 4° C bis zum Farben aufgehoben.

5. Fiarbung der Gewebssehnitte. Die benutzte Technik entsprach im wesentlichen der
von Coowns und Kaprran (1950) und von Nairn (1962) beschriebenen. Insgesamt wurden
rund 200 Schuitte angefertigt, 10 min lang teils in 95 %igem Athylalkohol bei 37° C, teils in
frischem Aceton bei 229 C fixiert und dann dreimal in einem Phosphat-Kochsalzpuffer von
pr 7,2 fiir 10 min gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit markiertem Antiserum
fir 1—6 Std. Sowohl die direkte als auch die indirekte Firbemethode fanden Anwendung,
die indirekte Methode einerseits mit markiertem, andererseits mit unmarkiertem Ziegen-
und Schaf-y-Globulin gegen Kaninchen-y-Globulin.

Die den mit Fluorescein und Rhodamin gefirbten entsprechenden Schnitte sowie teilweise
die Fluoresceinschnitte selbst wurden zu Vergleichszwecken mit Phloxin-Tartrazin gefirbt
bzw. umgefarbt.

6. Kontrollen. Folgende Kontrollen dienten zur Sicherung der Spezifitdt der Reaktion:

a) Untersuchung fixierter, ungefirbter Schnitte zur Abgrenzung der spezifischen von
der Eigenfluorescenz.

b) Farbung von Schnitten mit:

a) Fluorescein-markiertem normalem Kaninchenserum,

B) Fluorescein-markiertem Kaninchen-y-Globulin gegen menschliches Fibrin,

y) Fluorescein-markiertem Pferdeserum gegen Tetanustoxin als einem gegeniiber dem
hier untersuchten vollkommen fremden Antiserum zur Abgrenzung der spezifischen von
unspezifischer Fluorescenz.

¢) Blockierung der spezifischen Farbung durch vorherige Behandlung der Schnitte fiir
1—3 Std mit unmarkiertem Antiserum gegen Relaxin.

d) Entfernung der spezifischen Farbbarkeit mit den Antiseren durch zweimalige Absgorp-
tion dieser Seren mit Relaxin fiir jeweils 1 Std und nachfolgende Absonderung des Pracipitats
durch Zentrifugieren.

e) Vorbehandlung der Schnitte mit unmarkiertem normalem Kaninchenserum und nach-
folgende Firbung mit markiertem Antiserum als positive Kontrolle. Gleichzeitig waren bei
dieser Kontrolle durch Bindung eines Teils der unspezifischen Fluorescenz besonders klare
Bilder zu erwarten (NAIRN 1962).

f) Firbung der Schnitte mit Rhodamin-markiertem Antiserum zum Vergleich mit den mit
Fluorescein-markiertem Antiserum gefirbten Préparaten.

g) Die mit markiertem Antiserum geférbten Schnitte der durch Spontangeburt gewonne-
nen Placenta dienten als Kontrolle, da nach der Wehentéatigkeit kaum noch Relaxin im
Placentargewebe zu erwarten ist (ZARRow et al. 1955).

7. Mikroskop. Die Untersuchung erfolgte mit einem Fluorescenzmikroskop von Zeiss
mit nicht fluorescierenden planapochromatischen Objektiven, Dunkelfeld-Kardioid-Kon-
densor, Quecksilberhochdrucklampe HBO 200, Ultraviolett-Blaulicht-Filter (BG 12, 3 mm
dick) und Sperrfilter OG 1, Gelb- oder Wratten Nr. 15-Ocularfilter.

Befunde

1. Placenta. In den nach der Direkt- und nach der Indirektmethode mit
Fluorescein gefédrbten Schnitten der Kaiserschnittplacenten hebt sich schon bei
schwacher VergroBerung die Basalplatte durch das hellere Leuchten eines Teiles
ihrer Zellen vom iibrigen Gewebe ab. Bei starkerer VergroBerung lassen sich diese
Zellen ihrer Lage, Form und Struktur nach eindeutig als Trophoblastzellen er-
kennen und von den Deciduazellen abgrenzen. IThr ganzes Cytoplasma fluoresciert
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gleichmaBig hellgriin und in einigen Zellen stérker als in anderen (Abb. 2). Da-
neben erkennt man andere Trophoblastzellen ohne nennenswerte Fluorescenz
des Cytoplasmas. Mehr oder weniger zahlreiche der hellgriinlich leuchtenden
Trophoblastzellen enthalten scharf begrenzte, runde Einschliisse, die sich durch
ihre viel kréaftigere griinliche Fluorescenz deutlich vom umgebenden Cytoplasma
abheben (Abb.2, 3a). Eine Zelle beherbergt entweder mehrere kleine oder
ein bis zwei grofere Einschlisse, die die Grofle eines roten Blutkdrperchens
erreichen kénnen. Auch die gréften dieser Kugeln fluorescieren in allen Ab-
schnitten homogen und lassen keine weiteren Strukturen in sich erkennen. Die

a b

Abb. 2a u. b. Durch Kaiserschnitt gewonnene reife Placenta. Gruppen von Trophoblastzellen der
Basalplatte mit einzelnen oder mehreren stark fluorescierenden Kornern im Cytoplasma, das selbst
miBig mitleuchtet. Direktmethode. Farbung in a mit Fluorescein, in b mit Rhodamin. Vergr. 420 x

kleineren liegen vorwiegend perinucleéir oder auch an einer Seite des Kerns, die
groBeren meist im peripheren Cytoplasmabereich. Kleine derartige Einschliisse
finden sich zuweilen auch in Trophoblastzellen, deren Cytoplasma nicht im ganzen
leuchtet, sondern nur in unmittelbarer Umgebung der Kugeln, die dadurch wie
von einem leuchtenden Hof umgeben erscheinen. Die in der Direkt- und Indirekt-
methode mit Rhodamin markierten Priaparate zeigen genau das gleiche Ergebnis
mit dem einzigen Unterschied, dall das Cytoplasma hier gelblich und die Ein-
schliisse selbst rotlichgelb fluorescieren. Zwischen den unfixierten, in Alkohol
oder in Aceton fixierten Prdparaten besteht kein Unterschied in Farbe oder
Intensitét der Fluorescenz. Die 1 Std nach der Direktmethode bzw. 15 min nach
der Indirektmethode (nach dreistiindlicher Vorbehandlung mit unmarkiertem
Serum) gefarbten Schnitte zeigen bereits eine sehr starke Fluorescenz ; bei lingeren
Farbungszeiten wird nur der Untergrund im ganzen heller, die in Rede stehenden
Einschliisse bleiben unverindert. Die Indirektmethode 148t sie jedoch noch stér-
ker aufleuchten als die Direktmethode.
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AuBer dieser findet sich in der Basalplatte mit Fluorescein keine weitere hell-
grinliche Fluorescenz irgendwelcher Gewebsstrukturen oder Zellen. Man erkennt
lediglich eine goldgelbe Fluorescenz feinster, in Gruppen angeordneter Korn-
chen im Cytoplasma derjenigen Trophoblastzellen, die keine griinlich fluorescie-
renden Koérner enthalten, und ferner im Cytoplasma feiner spindeliger, zwischen
den Deciduazellen liegender Elemente. Diese goldgelbe Fluorescenz ist in allen
untersuchten Praparaten, auch in den ungefarbten Kontrollschnitten vorhanden,
so daf es sich hier um eine Eigenfluorescenz handelt (HamrrERrL 1934). Im iibrigen
Placentargewebe fallen nur noch dinnspindelige Zellen auf, die als Gefilwand-

Abb. 3a u. b. Durch Kaiserschnitt gewonnene reife Placenta. a Farbung mit Fluorescein-markiertem
Antiserum nach Vorbehandlung mit Normalserum (positive Kontrolle): e¢in grofer, stark fluorescieren-
der Einschluf8 im Cytoplasma einer Trophoblastzelle der Basalplatte. b Umfédrbung mit Phloxin-
Tartrazin: der gleiche EinschluB hier dunkel (im Priaparat rot). Vergr. 1055 x (auf °/, verkleinert)

zellen konzentrisch um groBere GefdBlumina in den Placentarsepten angeordnet
sind, und deren Cytoplasma in den nach der Direktmethode gefdrbten Priparaten
ebenfalls hellgriinlich fluoresciert. Die Kontrollschnitte zeigen aber, daB} diese
Fluorescenz unspezifisch ist, d.h. auch bei Farbung mit markiertem normalen
Kaninchenserum auftritt. Andererseits ist sie nach Férbung mit Rhodamin und
auch mit der Indirektmethode nicht nachweisbar. Die Zotten zeigen in unseren
Priparaten auller einer geringfiigigen Kigenfluorescenz kleiner Kornchen im
Syncytium und in ganz vereinzelten Hofbauerzellen, wie sie schon von DEMPSEY
und WisLockr (1944) und von RoCKENSCHAUB (1952) gesehen wurden, keine
weitere Fluorescenz.

Kontrollen. Die beschriebenen leuchtend griin fluorescierenden Einschliisse in
einern Teil der Trophoblastzellen sind in allen durchgefithrten Kontrollfarbungen
negativ. Sie zeigen in den ungeférbten Priparaten keine Higenfluorescenz. In
den mit Pferdeserum, normalem Kaninchenserum und Antifibrin behandelten
Schnitten heben sie sich ganz schwach dunkelgriin-gelblich von dem sie umgeben-
den dunklen Cytoplasma ab, zeigen aber keine Fluorescenz, ebensowenig wie das
Cytoplasma der Trophoblastzellen selbst. Durch Absorption des markierten
Antiserums mit Relaxin wird die Féarbefihigkeit von Cytoplasma und Ein-
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schliissen ebenso verhindert wie durch Vorbehandlung der Schnitte mit unmar-
kiertem Antiserum in der Direktmethode und mit unmarkiertem Anti-Antiserum
in der Indirektmethode. Durch Vorbehandlung mit unmarkiertem normalem
Kaninchenserum hingegen erscheint die Fluorescenz der Trophoblastzellen-
einschliisse besonders klar und leuchtend (positive Kontrolle, s. Abb. 3a). Die
basalen Trophoblastzellen der durch Spontangeburt gewonnenen Placenta ent-
halten keine fluorescierenden Einschliisse, weder in der Direkt- noch in der
Indirektmethode.

Die hier beschriebenen fluorescierenden Trophoblastzelleinschliisse entspre-
chen in den mit Phloxin-Tartrazin gefdrbten Vergleichsschnitten in GréBe,

Abb. 4a u. b. 16 Wochen alte Decidua. Jeweils in der Mitte eine Koérnchenzelle mit stark fluorescie-
renden Koérnchen. In der Umgebung maBig helle (noch erhaltene) und stirker leuchtende (nekrotische)
Deciduazellen (unspezifische Fluorescenz). Direktmethode. Firbung mit Rhodamin. Vergr. 405 x

Form und Lagerung vollkommen den Profeineinschliissen (DALLENBAcH-HELL-
wEG und NETTE 1963). Den cindeutigen Beweis ihrer Identitét erbringen die
mit Phloxin-Tartrazin umgefidrbten Fluorescenzschnitte, in denen sich die Ein-
schliisse leuchtend rot darstellen (Abb. 3b). Es fillt lediglich auf, dal} diese Ein-
schliisse in den Paraffinschnitten doppelt so haufig sind wie in den Kryostat-
schnitten, was sich durch die unterschiedliche Schnittdicke bei beiden Verfahren
ohne weiteres erklirt.

2. Decidua. In den mit Fluorescein gefirbten Priparaten (Direkt- und In-
direktmethode) erkennt man zwischen den und am Rande der groflen, nicht
leuchtenden Deciduazellen kreisrunde, mehr oder weniger stark griunlich fluores-
cierende Koérnchen, die im Cytoplasma kleiner rundlicher Zellen liegen (Abb. 4).
Das Cytoplasma selbst leuchtet teils schwach, teils gar nicht; ein Teil der
Kérnchen ist von einem fluorescierenden Hof umgeben. In der Indireks-
methode ist die Fluorescenz dieser Koérnchen oft klarer abgesetzt als in der
Direktmethode (Abb.5). Die gleichen Kérnchen zeigen nach Anfirbung mit
Rhodamin eine rotlichgelbe Fluorescenz. Durch die beiden benutzten Fixierungen
werden sie in ihrer Leuchtkraft nicht unterschiedlich beeinflufit. AuBer diesen
fluorescieren noch eine Reihe anderer Strukturen in denjenigen Deciduaabschnit-
ten, die bereits beginnende oder fortgeschrittene Nekrose zeigen: Sowohl die
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degenerierenden Deciduazellen als auch die Leukocyten weisen eine unspezifische
hellgriine Fluorescenz ihres Cytoplasmas auf, die in solchen Bezirken die Er-
kennung der in Rede stehenden Kérnchen sehr erschweren kann. In den gut
erhaltenen Abschnitten der Decidua dagegen sind diese Kérnchen die einzigen
fluorescierenden Strukturen.

Kontrollen. Eine kounstante Eigenfluorescenz konnten wir in unseren Decidua-
praparaten nicht nachweisen. Auch alle {ibrigen, bereits bei der Placenta ange-
fiihrten Kontrollfirbungen erweisen sich als negativ, d.h. die hier beschriebenen
Kornchen zeigen in diesen Praparaten keine Fluorescenz, wihrend nekrotische
Deciduazellen und Leukocyten in allen mit Fluorescein oder Rhodamin gefirbten

KZ

Abb. 5. Gleicher Fall wic Abb. 4. Zwei Kornchenzellen (KZ) mit deutlich fluorescicrenden Kérnchen
zwischen grofien Deciduazellen. Indirektmethode. Farbung mit Fluorescein. Vergr. 690 x

Schnitten gleich stark leuchten. Die Kérnchen heben sich in den Kontroll-
schnitten nur ganz vereinzelt schwachgriin vom noch dunkleren Untergrund ab.

In den mit Phloxin-Tartrazin gefarbten Vergleichsschnitten entsprechen die
beschriebenen fluorescierenden Koérnchen in allen Einzeltheiten den Koérnchen
der endometrialen Kirnchenzellen (HAMPERL 1954). Die Kérnchen sind im Paraffin-
schnitt, wieder bedingt durch die gréBere Schnittdicke, etwa doppelt so zahl-
reich wie im Fluorescenzschnitt. Die mit Phloxin-Tartrazin umgefirbten Fluores-
cenzschnitte lassen ebenfalls hier und dort typische Kérnchenzellen in gleicher
Lagerung wie im Fluorescenzbild erkennen, jedoch scheinen die Kérnchen aus
einigen Zellen, wohl durch das unterschiedliche Verfahren gegeniiber dem Paraffin-
schnitt, herausgefallen zu sein.

3. Endometrium. Das von uns fluorescenzmikroskopisch untersuchte Endo-
metrium befindet sich am Ende der Proliferationsphase kurz vor der Ovulation.
Das Stroma ist in den Funktionalisanteilen grofzellig. In den mit Fluorescein-
markiertem Antiserum gefirbten Schnitten (Direkt- und Indirektmethode) finden
sich in diesen groBzelligen Stromabezirken ein oder mehrere fluorescierende
Kérnchen in einigen kleinen Zellen mit runden Kernen (Abb. 6a). Diese Kérn-
chen liegen dem Kern zuweilen dicht an. In den indirekt gefarbten Priparaten

Virchows Arch, path. Anat., Bd. 337 21
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erkennt man aufBlerdem, daBl andere solcher runder Kerne von einem schmalen
fluorescierenden Hof umgeben sind. Die Kérnchen gleichen in Form, GroBe
und Lagerung und in ihrer Fluorescenz mit Fluorescein und Rhodamin den in
der Decidua beschriebenen Kornchen. Sie sind im Endometrium nur weniger
zahlreich. Vereinzelte solcher diese Kornchen enthaltenden Zellen erkennt man
auch im Bereich des Driisen- und Oberflichenepithels. Die tibrigen Stromazellen
und die Driisenepithelien erscheinen dunkel. In den mit Fluorescein und Rhod-
amin gefarbten Priparaten fluorescieren auBer diesen Kérnchen nur noch hier

i b

Abb. 6au. b. Corpusendometrium kurz vor der Ovulation. a Firbung mit Fluorescein (Direkt-
methode): in der Mitte Kornchenzelle mit stark fluorescierenden Xérnchen. b Umfirbung mit Phloxin-
Tartrazin: die gleichen Ko6rnchen hier dunkel (im Praparat rot). Vergr. 1250 x (auf *,, verkleinert)

und dort als solche an ihrer typischen Granulierung deutlich erkennbare neutro-
phile und eosinophile Leukocyten, in den Rhodaminpriparaten auBerdem die
elagtischen Fasern der Basalisarterien und das in einigen Driisenlumina bereits
enthaltene Sekret. Die Fluorescenz dieser Strukturen lifit sich in den Kontroll-
schnitten eindeutig als unspezifische erkennen, wihrend die hier beschriebenen
Kérnchen sich in allen Kontrollen negativ verhalten, d.h. genau so wie die Kérn-
chen in der Decidua. Die ungefirbten Kontrollschnitte lassen stellenweise reich-
lichere Ablagerungen von rotbraun bis goldgelb eigenfluorescierenden Kérnchen
erkennen, bei denen es sich hochstwahrscheinlich uwm Blutpigment handelt.
AuBler dieser weisen diese Priparate keine weitere Higenfluorescenz auf.

Die mit Phloxin-Tartrazin umgefirbten Fluorescenzschnitte zeigen, dal die
Zellen mit fluorescierenden Kérnchen genau den endometrialen Kornchenzellen
entsprechen (s. Abb. 6b). Die Zellen, deren Kerne im Flnorescenzbild von einem
schmalen leuchtenden Hof umgeben werden, zeigen im Tartrazin-Paraffinschnitt
die typische Struktur der gerade in Differenzierung begriffenen Kérnchenzellen:
dichter, abgerundeter Kern mit schmalem, braunlichem Cytoplasmasaum, in dem
man lichtoptisch nur mit Olimmersion perinucledr bereits ein oder zwei feinste
Kornchen erkennt.
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Besprechung

Die in den Kryostatschnitten von Placenta, Decidua und Endometrium
nach Behandlung mit der Coons-Methode beschriebenen intracytoplasmati-

schen fluorescierenden Xorner entsprechen

Héufigkeit ganz genau den
Proteineinschliissen in  den
basalen Trophoblastzellen der
Placenta und den Koérnchen
der endometrialen Kérnchen-
zellen in Endometrium und
Decidua, so dafl wir ihre Iden-
titdt mit den fluorescierenden
Kornern als bewiesen ansehen
kénnen. Das Ergebnis der
Titerbestimmungen und der
Ouchterlony-Platten berech-
tigt uns zu der Annahme, daf
das zur direkten und indirek-
ten Nachweismethode be-
nutzte Serum Antikoérper gegen
Relaxin enthielt, und daB
die Orte der Farbstoffbindung
in unseren Préparaten mit
groBer Wahrscheinlichkeit der
Lokalisation des Relaxins im
Gewebe entsprechen. Dabei
diirfte der Ort der Antigen-
Antikérperreaktion direkt in
den besonders kraftig fluores-
cierenden Koérnern zu suchen
sein, wihrend das teilweise
Mitfluorescieren des Cytoplas-
mas als ,,Kranzeffekt“ aufzu-
fassen ist.

Bei kritischer Bewertung
aller zum Beweis der Spezifi-
tét der Reaktion durchge-
fithrten Kontrollen kommt
wohl als einzige Fehlerquelle
die Moglichkeit in Betracht,
daf das Relaxin mit unspezi-
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Abb. 7. Absorptionskurve eines Zellkerns einer Xoérnchen-

zelle (1), eines Kornchens einer Kornchenzelle (2) und des

Cytoplasmas zwischen den Koérnchen (3). Nach HELLWEG
und SANDRITTER 1956
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Abb. 8. Ultraviolettspektrophotometrische Absorptionskurve
von weitgehend gereinigtem Relaxin (Fraktion C,-Sephadex)
in saurer (X) und alkalischer ( ) Losung. Nach CoHix 1963

fischen Eiweillen verunreinigt gewesen sein koénnte, gegen die sich unerwiinschte
Nebenantikorper gebildet hétten. Dagegen spricht aber 1. die Tatsache, daB
wir nur nach neuesten Erkenntnissen chemisch weitgehend gereinigtes Relaxin
verwandten, und 2. das Ergebnis unserer Ouchterlony-Platten, auf denen sich
nur ein einfacher Pricipitationsstreifen zwischen Relaxin und den Kaninchen-

Antiseren bildete (s. Abb. 1).
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Wie wir bereits frither zeigten, sind die Kérnchen der endometrialen
Koérnchenzellen und die Proteineinschliisse der basalen Trophoblastzellen auch
histochemisch weitgehend identisch (HELLWEG 1956 ; DALLENBACH- HELLWEG und
NzrTE 1963), und zwar entspricht die chemische Zusammensetzung beider Kor-
nerarten in wesentlichen Punkten der des Relaxing (Comex 1963), so z.B. ihre
Proteinnatur ohne nachweisbare prosthetische Gruppe und ihr Gehalt an Histidin,
Arginin, Cystin, Tyrosin und Tryptophan. Die ausgesprochene Acidophilie der
Kérnchen palit zu dem hohen Gehalt des Relaxins an basischen Aminosiuren.
Dariiber hinaus ist die ultraviolettmikrospektrographische Absorptionskurve
der Koérnchen der endometrialen Kérnchenzellen (HELIWEG und SANDRITTER
1956, s. Abb.7) so gut wie deckungsgleich mit der kiirzlich von Corkn (1963)
gefundenen Absorptionskurve des Relaxing (Abb.8). Das zahlenmaBige Vor-
kommen der Proteineinschliisse in der Placenta im Laufe der Graviditit entspricht
genau der Menge des biochemisch im Placentargewebe nachgewiesenen Relaxins
(ZARROW et al. 1955). Genaue biochemische Messungen tiber den Relaxingehalt
des menschlichen Endometriums liegen noch nicht vor, jedoch wurde klinisch eine
relaxierende Wirkung an Cervix (ErcHNER et al. 1956) und Symphyse (Gorp-
THWAIT und Osgoop 1905; CHAMBERLATN 1930) kurz vor und wiahrend der
Menstruation beobachtet.

Es fragt sich nun, ob dieses Relaxin in den endometrialen Kérnchenzellen
und basalen Trophoblastzellen gebildet oder gespeichert wird. Die Struktur
der Proteineinschliisse enthaltenden Trophoblastzellen 148t eine EiweiBsynthese
in ihnen sicher erscheinen, wobei auf Grund aller erhobenen Befunde in erster
Linie an eine Hormonproduktion zu denken war (DArLENBACH-HELILWEG und
NETTE 1963). Die Entstehung auch der Kérnchen der endometrialen Kérnchen-
zellen im Cytoplasma wurde an Hand fritherer Untersuchungen von einem von
uns (HELLWEG 1954) vermutet und ein Zusammenhang ibrer Funktion mit dem
Wirkungsmechanismus des Progesteron bzw. tiberhaupt einer hormonellen Funk-
tion angenommen (HeELLWEG, FERIN, OBER 1960). Bei einer solchen intracellu-
laren Bildung des Relaxins auch in den Kérnchenzellen wire seine Abgabe wahr-
scheinlich als holokrine Sekretion vorzustellen, wie sie auch gut in den Rahmen
der Kornchenzellenauflésung wihrend der Menstruation passen wiirde. Anderer-
seits erinnern die in einigen Kornchenzellen wihrend der Menstruation
gefundenen Vacuolen (s. HErrwee 1957, S. 660, Abb. 2) sehr an die vacuoli-
gierten Trophoblastzellen in den spontan geborenen Placenten.

Wie lassen sich, abgesehen von der chemischen und morphologischen Ahnlich-
keit, unsere Befunde iiber den Relaxinnachweis in endometrialen Kornchenzellen
und placentaren Trophoblastzellen, d.h. in zwei verschieden gearteten und zu
verschiedener Zeit auftretenden Zellen, funktionell auf einen gemeinsamen Nenner
bringen ? Uber die Funktion des Relaxins ist klinisch und tierexperimentell viel
gearbeitet worden ; dennoch widersprechen sich ein Teil der Ergebnisse bis heute.
Die meisten Autoren sind sich aber itber drei wesentliche Wirkungen des Relaxins
beim Menschen einig: 1. Bine Cervixerweiterung kurz vor und wahrend der Geburt
(E10HNER et al. 1956; Zarrow 1957; BIrNBERG und ABITBOL 1957 und 1959),
die zur Geburtsverkiirzung fithrt (STONE et al. 1959 ; STtoxE 1959). 2. Eine Wehen-
hemmung bzw. -verlangsamung, die solange anhilt, bigs die Geburtswege regel-
recht erweitert sind (ABRaMsoN und REID 1955; FoLsoMmr et al. 1956; EioHNER
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et al. 1956 und 1959; ABrAMSON 1957; McCARTHY et al. 1957 ; ENasTROM und
Wiquist 1959; Rezex 1959). Haben dagegen nach regelrechter Erdffnung die
eigentlichen Geburtswehen begonnen, so hat Relaxin keinen EinfluBl mehr auf
diese Wehentatigkeit (SLATE und MEnGERT 1960; WaRE und Havynes 1962).
3. Eine Auflosung des Bindegewebes mit Depolymerisation der Grundsubstanz.
Diese wurde beim Menschen bisher nur von Saxps und StoNE (1958) niher
untersucht. An der Meerschweinchensymphyse wurde eine Auflésung der kolla-
genen Fasern von TArMaGE (1947), HErINGA und vaN DER Murr (1948) und
Purr und CatceEPOLE (1949) nachgewiesen. Wie schon erwéhnt, fanden ErcuNger
et al. (1956) an der Cervix und GoLDTHWAIT und 0scooD (1905) sowie CHAMBER-
LAIN (1930) an der Symphyse klinisch eine relaxierende Wirkung auch kurz vor
und wihrend der Menstruation. STAEMMLER (1953), DUBRAUSZKY und SCHMITT
(1958) und Crarg (1963) wiesen im Endometrium histologisch pramenstruell eine
Auflésung von Reticulumfasern nach, ohne deren Ursache zu kennen. Fiur die
pramenstruelle Auflésung der Reticulumfasern des Endometriwms und fir die
zur gleichen Zeit zu beobachtende relaxierende, d.h. histologisch ebenfalls fager-
auflésende Wirkung an Cervix und Symphyse kénnten nun sehr wohl die Korn-
chenzellen mit ihrem Relaxingehalt verantwortlich sein. Sie erreichen im Endo-
metrium wihrend des Cyclus gerade kurz vor der Menstruation ihre grofite Zahl
(Heruwee 1954). Sie wiirden durch diese beiden Wirkungen, Auflésung und
Ablosung der abzustoflenden Schleimhaut und Erweiterung des Cervicalkanals,
zur Erleichterung der Menstruation beitragen.

Tritt keine Menstruation ein, so koénnte man ihr weiteres zahlenméaBiges
Ansteigen in der jungen Decidua so erkliren, dal die faserauflosende Relaxin-
wirkung nun die Implantation des Eies ermdglicht, indem es den Trophoblast-
zellen das Eindringen in die Decidua und deren Auflosung am Implantationsort
erleichtert. Eine Auflosung der Retikulumfasern in Umgebung der Implantations-
stelle des menschlichen Eies haben Brewrr. (1938), Krarra (1941) und Wis-
LookI und DEMPsEY (1948) beschrieben. In der Tat hiufen sich die Kérnchen-
zellen, die ja wandernde Zellen sind (HELLwEe und SHAKA 1959), gerade im
Bereich der chorialen Invasion besonders zahlreich an (Hrrrwre 1957). Im
Tierexperiment erzielte Famnstar (1963) eine dem Befund in der Schwanger-
schaft vergleichbare 6dematdse Auflockerung und beginnende Auflosung des
Bindegewebes in der antimesometrialen Zone des Uterus bei der nicht
schwangeren Ratte nach Injektion von Relaxin. Diese Zone entspricht dem
Bereich, in dem nach Befruchtung die Implantation erfolgt.

Bei der Ablésung und AusstoBung der Placenta kénnte den Proteineinschliissen
in den basalen Trophoblastzellen sehr wohl eine analoge Wirkung zukommen:
eine lokale Faserauflosung im Bereich der Basalplatte und eine zur gleichen Zeit
erfolgende Erweiterung der Geburtswege. Tatséchlich liegen die Proteineinschliisse
genau an der Stelle, an der die Placenta sich von der Uteruswand losen muB.
Morphologisch 146t sich in diesem Bereich eine derartige Faserauflésung einwand-
frei nachweisen (HmrTig). Die als Fernwirkung des Hormons aufzufassende
Erweiterung der Geburtswege ist ebenfalls das Ergebnis einer Faserauflsung.
Die relaxinhaltigen Proteineinschliisse wiirden also hier mit ihren beiden Hand
in Hand gehenden Wirkungen, der Ablésung der Placenta und der Erweiterung
der Geburtswege, zur Erleichterung der Geburt beitragen. Interessanterweise

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 837 21a
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hemmt Relaxin die Wehentétigkeit, solange diese Erweiterung und Lockerung
noch nicht vollsténdig ist. Erst nach Wegfall des Relaxineinflusses kann sich
die wehenerregende Oxytocinwirkung entfalten. Diese klinische Beobachtung
deckt sich sehr gut mit unseren morphologischen Befunden, daf die Protein-
einschliisse nur in den Placenten nachweisbar waren, die vor Einsetzen der Wehen
gewonnen wurden, nicht aber in den nach kiirzerer oder lingerer Wehentitigkeit
spontan geborenen.

In das hier entworfene Schema lassen sich miihelos alle bisher klinisch beob-
achteten Relaxinwirkungen einordnen. Die scheinbar paradoxe Gleichzeitigkeit
von Wehenhemmung und Geburtsverkiirzung wird dadurch ohne weiteres ver-
stdndlich, ebenso die sehr unterschiedlichen Angaben iiber die Wirkung von
Relaxin bei der Geburtseinleitung (STONE et al. 1958), da Relaxin sozusagen die
Einleitung der Geburtswehen erst freigibt, wenn die Geburtswege regelrecht er-
weitert sind. Hs kann daher nicht verwundern, dafl einige Autoren keine kon-
stante Wirkung des Relaxins auf die Wehentitigkeit sahen (KeLLY 1959 ; DECKER
1959; Spatk und MENGERT 1960; WaARE und Havwes 1962). Auch die wehen-
verkiirzende Wirkung des Relaxins (BIRNBERG und Amrreor 1957) ist gut zu
verstehen, denn je besser die Erweiterung des Geburtskanals, um so weniger
werden die Wehen noch zu leisten haben. So fand Eisenserc (1957) bei der
Geburt die therapeutisch erforderliche Oxytocinmenge vermindert, wenn vorher
Relaxin verabreicht wurde.

Da sozusagen der Vorgang der Geburt dem der Menstruation im Grund-
prinzip sehr nahe steht und nur im Ausma8 um ein Vielfaches gesteigert ist,
erscheint es logisch, dall beide Vorginge durch das gleiche Hormon geférdert
werden. ‘Die als morphologisches Substrat dieses Hormons anzusehenden Kérn-
chen der endometrialen Kornchenzellen und der basalen Trophoblastzellen sehen
sich histologisch zum Verwechseln &hnlich, nur die sie beherbergenden Zellen
sind verschieden. Die Kleinheit der Kérnchenzellen ist vielleicht daraus zu ver-
stehen, daBl sie zum Implantationsort wandern und daher sehr beweglich sein
miissen. Wir méchten unseren Befunden eine weitere Bestitigung dafirr ent-
nehmen, dafB das gleiche Hormon in ganz verschiedenen Zellen des Organismus
gebildet bzw. gespeichert werden kann.

Fragen wir uns abschlieend, welche Auswirkung eine Unterfunktion der
Kornchenzellen auf die Menstruation haben konnte, so wiirde man an eine
Ergchwerung mit Fehlen der Schleimhautauflosung und der Cervixerweiterung
denken — eine Kombination, wie wir gie unter dem Bild der bis heute dtiologisch
noch unklaren Dysmenorrhoea membranacea kennen. Genauere Untersuchungen
der Kérnchenzellen bei dieser und anderen funktionellen Stérungen des Endo-
metriums, wie z.B. auch der verzégerten AbstoBung sowie verschiedener Formen
der Dysmenorrhoe kénnte vielleicht zur Klirung mancher noch schwer verstind-
licher klinischer Bilder fithren. Tatsdchlich wurde Relaxin von einigen Autoren
schon zur Behandlung der Dysmenorrhoe, zum Teil mit gutem Erfolg, angewandt
(Rezex 1953; Joxms und SmiTH 1954; KUPPERMAN et al. 1959). Es wire z.B.
denkbar, dalB diejenigen Fille von Dysmenorrhoe, bei denen sich eine Verminde-
rung der Koérnchenzellen im pramenstruellen Endometrium nachweisen liefle,
besonders gut mit Relaxin zu beeinflussen wéren.
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Zusammenfassung

Mit Hilfe der direkten und indirekten Immunofluorescenzmethode nach
Cooxns gelang der Nachweis von Relaxin in menschlicher Placenta, Decidua und
Endometrium. Dem Ort der Antigen-Antikorperreaktion entsprachen in der
Placenta die Proteineinschliisse der basalen Trophoblastzellen (DALLENBACH-
Herrwee und NETTE) und in Decidua und Endometrium die Kérnchen der endo-
metrialen Koérnchenzellen (HamprrL). Auf Grund aller frither erhobenen Befunde
erscheint es sehr naheliegend, dall das Relaxin in diesen zwei Zellarten nicht nur
gespeichert, sondern auch gebildet wird. Die aus dem zeitlichen und 6rtlichen
Vorkommen dieser Zellen und aus den bisherigen klinischen Untersuchungen
abzuleitende Funktion des Relaxins scheint danach im wesentlichen eine Auf-
l6sung der Bindegewebsfasern zu sein, die sich als Lokal- und als Fernwirkung
entfaltet. Ihr Substrat ist 1. die Auf- und Ablésung der Menstruationsschleim-
haut (lokal) und die Cervixerweiterung (distal) zur Erleichterung der Menstrua-
tion; 2. die Faseraufldsung in der jungen Decidua im Bereich der chorialen
Invasion zur Erleichterung der Implantation; 3. die Ablosung der Placenta
(lokal) und Erweiterung der Geburtswege (distal) zur Erleichterung der Geburt.
Die sich im Grundprinzip nahestehenden Vorginge der Menstruation und der
Geburt werden demnach durch das gleiche Hormon Relaxin gefordert, dessen
morphologisches Substrat in histologisch, histochemisch und fluorescenzmikro-
skopisch ibereinstimmenden Kérnchen zweier verschiedener Zellarten zu suchen
ist.

Iimmunehistological Studies of the Localization of Relaxin
in Human Placenta and Decidua

Summary

With the direct and indirect immunofluorescence method of Coons it is
possible to demonstrate relaxin in the human placenta, decidua and endometrium.
In the placenta the site of the antigen-antibody reaction corresponds to the
protein inclusions of the basal trophoblastic cells (DaLLexBacH-HELLWEG und
NErTE). In the decidua and endometrium it corresponds to the granules of the
endometrial granulocytes (HamprrL). On the basis of results previously published
it appears very probable that relaxin is not only stored in these two types of
cells but is also formed there. As deduced from the temporal and spatial oceurrence
of these cells and from the clinical studies already made, the function of relaxin
seems accordingly to be a dissolution of connective tissue fibers, an effect exerted
either locally or in distant parts. The morphological representations of this effect
are: 1. The dissolution and shedding of the menstrual mucosa (local effect) and
the dilatation of the cervix (distant effect) facilitating menstrual flow. 2. The
dissolution of fibers in the young decidua in the region of the chorial invasion
facilitating implantation. 3. The separation of the placenta (local effect) and
dilatation of the birth canal (distant effect) to promote delivery. The processes
of menstruation and childbirth, basically very closely related, are advanced by
the same hormone - relaxin —, whose morphological representation may be
seen histologically, histochemically and fluorescent microscopically in analogous
granules of two different cell types.
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