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HISAW (1926) hat als erster nachgewiesen, da~ die bei Menseh und Si~ugetier 
seit li~ngerem bekannte Symphysenersehlaffung vor und wiihrend der Geburt 
beim Meersehweinehen dureh ein im Blutserum enthaltenes Hormon mit relaxie- 
render Wirkung zustandekommt. Dieses sparer als l~elaxin bezeichnete Hormon 
wurde dann in grSi]eren Mengen vor allem im Ovar des schwangeren Schweines 
(ALBERT et al. 1947 ; HISAW und ZA~ROW 1948), im Uterus des Meersehweinchens 
(ZAaROW 1948), in der Kaninehenplacenta (ZARROW 1949) und in der Deeidua 
des Schafes (CAssAr et al. ]952) nachgewiesen. Im Blutserum der sehwangeren 
Frau fanden als erste POMMERENKE (1934) und ABRA~SON et al. (1937) einen 
Gehalt an t~elaxin. ZAn~ow eta]. (1955) wiesen im Schwangerenserum 0,2 GPU/ml 
Relaxin in der 7.--10. Sehwangerschaftswoehe und 2 GPU/ml yon der 38. bis 
42. Woche nach, im Placentargewebe 0,5--4,0 GPU/g. Die in den letzten 35 Jah- 
ren durchgeffihrten zahlreichen Untersuchungen fiber Vorkommen, ehemische 
Zusammensetzung und Funktion des Relaxins bei Menseh nnd Tier sind mit 
umfangreieher Literatur in Ubersichtsarbeiten gut zusammengefal~t (s. vor 
allem HISAW und ZARROW 1950; SHER und MARTIN 1956; STEINETZ et al. 1959; 
STOSE 1959). So konnte auch die chemische Struktur des Relaxins kfirzlich 
weitgehend aufgekl/~rt werden (CoJzE~ 1963; FRIEDEN 1963). Uber die Funktion 
des Relaxins gehen die Meinungen noeh so welt auseinander, dal~ es yon kritischen 
Klinikern therapeutiseh nieht verwandt wird. Der Bildungsort des Relaxins im 
Gewebe ist bis heute unbekannt. Da es sieh um ein Eiwei~hormon mit bekannter 
Antigenizits (CortES) handelt, haben wir versucht, Relaxin in den es enthaltenden 
Geweben bei Mensch und Tier fluoreseenzmikroskopiseh nachzuweisen. Im fol- 
genden so]l zun/~chst fiber unsere Untersuehungen am mensehlichen Gewebe 
berichtet werden. 

)laterial und Methode 
1. Immnnisierung der Tiere. Drei jungen Kaninchen yon 21/2--31/~ kg KSrpergewieht 

wurde zun~ehst Blur znr Gewinnung yon normalem Kontrollserum entnommen. Sic be- 
kamen danach intramusku]~r jeweils an mehreren Stellen zwischen den Schulterbl~ttern 
und in den Glutaeus maximus eine RelaxinlSsung injiziert, die in folgender Weise hergestellt 
war: Chemisch weitgehend gereinigtes und ffir wissenschaftliche Zweeke standardisiertes 
Relaxin der Warner-Lambert Research Laboratories (STsI~]~TZ 1963) 1 wurde in destilliertem 

* Diese Arbeit wurde mit Mitteln des United States Public Health Service, Grant 
AI-04122--02 und GM-09472--02 durehgefiihrt. 

1 Fiir die Ober]assung des Relaxins sind wir Dr. CogE~, Princeton, N. J. (USA) zu Dank 
verpfliehtet. 
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Wasser bis zu einer Konzentra t ion yon 25 mg/ml ge]6st und dann  mit  dem gleiehen Volumen 
yon Freunds Adjuvans (Difco, Detroit) emulgiert. Bei der ersten Injekt ion erhielt Kanin- 
ehen A insgesamt 26 mg Relaxin, Kaninehen B 53 mg und Kaninchen C 106 rag. 40 Tage 
danach wurde den Tieren Blur en tnommen und dann  die gleiehe Menge ge lax in  erneu% inji- 
ziert. 70 Tage spEter wiederholten wit die Blu ten tnahme und die Re-Injektion,  diesmal mit  
50 mg Relaxin bei Kaninehen A und B und 70 mg bei Kaninehen C. Kaninehen C starb 
kurz danaeh im anaphylakt isehen Sehoek. 50 Tage danach wurde den Kaninchen A und B 
erneut Blur en tnommen und noehmals je 25 mg Relaxin, diesmal in physiologiseher Kochsalz- 
lSsung, injiziert. Naeh 4 weiteren Tagen wurde yon diesen beiden Tieren noehmals Blut  
abgezogen. 

2. Immunologisehe Serumteste. Alle so gewonnenen Seren wurden mit  der yon OUCIt- 
TE~LONY (1958) angegebenen Teehnik auf Doppeldiffusions-Agarp]atten und  naeh der 

Hgmagglutina~ionsmethode yon 
BOYDEN (1951) und  STAVITZKY 
(1954) auf ihren Gehal~ an  Anti- 
kSrpern untersucht .  Die Ouchter- 
lony-Plat ten der nach Abschlug 
der Immunisierung gewonnenen 
Antiseren aller drei Kaninchen 
zeigten deutliche Priicipitations- 
streifen zwischen I{elaxin und  dem 
getesteten Serum in allen Ver- 
dtinnungsstufen (yon 1 : 1 bis 1 : 16; 
s. Abb. 1) als Beweis ftir einen 
AntikSrpert i ter  dieser Seren gegen 
Relaxin. Die HShe dieser Titer 
ergab sieh aus dem H~Lmaggluti- 
nat ionstest :  sie lag bei allen drei 
Kaninehen tiber 1:5 Millionen. 
Eine physikochemische oder im- 
munoelektrophoretische K1Erung 
des heterogenen Charakters der 
Kaninehen - y- Globulin-AntikSrper 
wurde nieht  versucht.  

Abb. 1. Doppeldiffusionsagarplatte nach OUCttTERLONY. In 3. Markierung und weitere Zu- 
zentraler StanzhShle Rel&xinlSsung, in peripheren Kaninchen- bereitnng der Antiseren. Je  10 ml 
antiserum in versehiedenen Verddnnungen: oben links 1 : 1, yon 
dort im Uhrzeigersinn welter 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16. Ent- der Gesamtseren wurden nach der 
spreehen dem Grad der Verdfinuung abnehmende Intensit~t yon NAIRN (1962) modifizierten 

des Pr~cipitationsstreis zwischen l~elaxin und Serum Technik yon Coo~s und  KAPLAN 

(1950) einerseits mit  Fluorescein- 
isothioeyanat,  andererseits mit  Rhodamin-, ,B"-isothioeyanat  gebunden. Diese Seren 
wurden dann zentrifugiert (3000 U/rain) und  zweimal dureh eine chromatographische 
S~ule (40•  cm) geleitet, die mit  Sephadex G 25 yon mitt lerer KSrnchengr6Be gefiillt 
war (Technik nach PO~AT~ et al. 1959 und KILLANDEI~ et al. 1961). Die dadurch etwa 
sechsfach verdt innten Seren wurden in yon Carbowax 4000 umgebenen Dialysebeuteln wieder 
auf Volumina yon jeweils 6- -10  ml konzentr ier t  (nach Lr~P 1961). Augerdem markier ten wir 
Gesamtseren, extrahier ten dann  die y-Globulinfraktion (naeh Cv~TAI~ 1961) und  konzen- 
t r ier ten danaeh wieder mit  Carbowax. Alle bisherigen Schrit te warden im Ktihlraum bei 
2 o C durehgeftihrt. Einige cm 3 yon jedem der anschlieBend zum FErben verwandten konzen- 
tr ierten Seren wurde dann  zweimal mit  MEuse- und  Kaninchen-Leberpuder je 1 Std lang 
absorbiert  (nach Coons und I~APLAN) und  bei 18000 U/min und  2 o C 15 rain ]aug zentrifugiert. 
Wie GOLDSTEIN et al. (1961) zeigten, wird aueh bei Anwendung konjugierter y-Globuline 
eine unspezifische Fluorescenz nicht  ganz beseitigt, jedoch ist sie geringer als bei Be- 
nutzung der Gesamtseren zum Fs AuI jeden Fall waren Gewebepuder zur Absorption 
erforderlich. 

4. Verwandtes Gewebe und Anfertigung der Gewebsschnitte. Wir untersuehten Gewebs- 
s~iicke: 1. aus 5 reiIen, dureh Kaisersehnit t  vor Einsetzen der Wehen gewonnenen und  einer 
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reifen, spontan geborenen mensehlichen Placenta; 2. aus 5 jungen, dureh Abrasio gewonnenen 
Deeiduen yon einem Schwangerschaftsalter zwisehen 8 und 20 Woehen; 3. aus einem Corpus- 
endometrium kurz vor der Ovulation. Zahlreiche kMne Gewebsstiieke dieser Fglle wurden 
sofort nach der Entnahme, grogenteils noch lebenswarm, in einem yon Trockeneis umgebenen 
Petroleum-Athergemisch bei -- 700 C tiefgefroren und bei -- 400 C bis zur Weiterverarbeitung 
aufbewahrt. 2 ~  # dicke Gefrierschnitte wurden im Kryostaten mit einem mit Trockeneis- 
beh~lter versehenen Messer bei -- 18 bis -- 200 C angefertigt (naeh P~A~SE 1961) und diese 
Schnitte bei 40 C bis zum Fiirben aufgehoben. 

5. F~irbung der (~ewebssehnitte. Die benutzte Technik entsprach im wesentliehen der 
yon CooNs und KArr.AN (1950) und yon NAIR~ (1962) beschriebenen. Insgesamt wurden 
rund 200 Sehnitte angefertigt, 10 rain lang teils in 95%igem Athylalkohol bei 370 C, teils in 
frisehem Aceton bei 220 C fixiert und dann dreimM in einem Phosphat-Kochsalzpuffer yon 
pH 7,2 fiir 10 rain gewasehen. Anseh]iegend erfolgte die Fgrbung mit markiertem Antiserum 
ffir 1--6 Std. Sowohl die direkte als aueh die indirekte F~rbemethode fanden Anwendung, 
dig indirekte Methode einerseits mit markiertem, andererseits mit unmarkiertem Ziegen- 
und Sehaf-y-Globulin gegen Kaninchen-;~-Globulin. 

Die den mit Fluorescein und Rhodamin gef~rbten entspreehenden Schnitte sowie teilweise 
die Fluoreseeinschnitte selbst wurden zu Vergleichszwecken mit Phloxin-Tartrazin gef~rbt 
bzw. umgef/irbt. 

6. Kontrollen. Folgende Kontrollen dienten zur Sieherung der Spezifits der Reaktion: 
a) Untersuchung fixierter, ungefgrbter Schnitte zur Abgrenzung der spezifischen yon 

der Eigenfluorescenz. 
b) Fgrbung yon Schnitten mit: 
~) Fluoreseein-markiertem normalem Kaninchenserum, 
/~) Fluoreseein-markiertem Kaninehen-y-Globulin gegen menschliches Fibrin, 
)J) Fluorescein-markiertem Pferdeserum gegen Tetanustoxin als einem gegeniiber dem 

hier untersuchten vollkommen fremden Antiserum zur Abgrenzung der spezifisehen yon 
unspezifischer Fluorescenz. 

e) Blockierung der spezifischen F/irbung durch vorherige Behandlung der Sehnitte fiir 
1--3 Std mit unmarkiertem Antiserum gegen Re]axin. 

d) Entfernung der spezifisehen F/~rbbarkeit mit den Antiseren durch zweimalige Absorp- 
tion dieser Seren mit Re]axin fiir jeweils 1 Std und nachfolgende Absonderung des Prgcipitats 
durch Zentrifugieren. 

e) Vorbehandlung der Sehnitte mit unmarkiertem normalem Kaninchenserum und nach- 
folgende Fgrbung mi~ markiertem Antiserum a]s positive Kontrolle. Gleiehzeitig waren bei 
dieser Kontrolle durch Bindung tines Tells der unspezifischen Fluorescenz besonders klare 
Bilder zu erwarten (NAIR~ 1962). 

f) F~rbung tier Sehnitte mi~ Rhodamin-markiertem Antiserum zum Vergleich mit den mit 
Fluorescein-markiertem Antiserum gef/~rbten Prgparaten. 

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

7. Mikroskop. Die Untersuchung erfolgte mi~ einem Fluorescenzmikroskop yon Zeiss 
mit nicht fluoreseierenden planapochromatischen Objektiven, Dunkelfeld-Kardioid-Kon- 
densor, Queeksilberhoehdrucklampe HBO 200, Ultraviolett-Blauticht-Filter (BG 12, 3 mm 
dick) und Sperrfi]ter OG 1, Gelb- oder Wratten Nr. 15-Oeularfilter. 

Befunde 

1. Placenta.  I n  den nach der Direkt- und  nach der Ind i rek tmethode  mi t  
Fluorescein gef~rbten Schni t ten  der Kaiserschni t tp lacenten  hebt  sich schon bei 
schwacher Vergr6Berung die Basalpla t te  durch das hellere Leuehten  eines Teiles 
ihrer Zellen vom fibrigen Gewebe ab. Bei st/~rkerer VergrSf3erung lassen sieh diese 
Zellen ihrer Lage, Fo rm und  S~ruktur naeh eindeutig als Trophoblastzel len er- 
kennen  und  yon  den Deciduazellen abgrenzen.  Ih r  ganzes Cytoplasms fluoreseiert 
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gleiehmaBig he]lgrfin und in einigen Zellen starker als in anderen (Abb. 2). Da- 
neben erkennt man andere Trophoblastzellen ohne nennenswerte Fluorescenz 
des Cytoplasmas. Mehr oder weniger zahlreiehe der hellgriinlich leuehtenden 
Trophoblastzellen enthalten seharf begrenzte, runde Einschliisse, die sieh dureh 
ihre viel krMtigere griinliche F]uoreseenz deutlich yore umgebenden Cytoplasma 
abheben (Abb. 2, 3a). Eine Zelle beherbergt entweder mehrere kleine oder 
ein bis zwei grSBere Einsehl/isse, die die Gr6Be eines roten BlutkSrperehens 
erreiehen k6nnen. Aueh die grSBten dieser Kugeln fluorescieren in allen Ab- 
sehnitten homogen und lassen keine weiteren Strukturen in sich erkennen. Die 

Abb. 2a u. b, Durch Kaiserschnitt gewonnene reife Placenta. Gruppen yon Trophoblastzellen der 
Basalplatte rait einzelnen oder mehreren stark fluorescierenden ]tE6rnern ira Cytoplasma, das selbst 
m~l~ig mitleuchtet. Direktmethode. F&rbung in a mit Fluoreseein, in bmit l~hodamin. Vergr. 420 • 

kleineren liegen vorwiegend perinuelegr oder auch an einer Seite des Kerns, die 
gr61~eren meist im peripheren Cytoplasmabereich. Kleine derartige Einschliisse 
finden sich zuweilen auch in Trophoblastzellen, deren Cytoplasma nicht im ganzen 
leuehtet, sondern nur in unmittelbarer Umgebung der Kugeln, die dadurch wie 
yon einem leuehtenden t tof  umgeben erscheinen. Die in der Direkt- und Indirekt- 
methode mit Rhodamin markierten Praparate zeigen genau das g]eiehe Ergebnis 
mit dem einzigen Unterschied, dab das Cytoplasma bier gelblich und die Ein- 
schlfisse selbst r6tlichgelb fluorescieren. Zwisehen den unfixierten, in Alkohol 
oder in Aceton fixierten Praparaten besteht kein Untersehied in Farbe oder 
Intensitat der Fluorescenz. Die 1 Std nach der Direktmethode bzw. 15 min nach 
der Indirektmethode (naeh dreistfindlieher Vorbehandlung mit unmarkiertem 
Serum) gefarbten Schnitte zeigen bereits eine sehr starke Fluoreseenz ; bei langeren 
Farbungszeiten wird nur der Untergrund im ganzen belier, die in I~ede stehenden 
Einschlfisse bleiben unverandert. Die Indirektmethode laBt sic jedoeh noch star- 
ker aufleuehten als die Direktmethode. 
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Auger dieser finder sieh in der Basalplatte miC Fluoreseein keine weitere hell- 
grfinliehe Fluoreseenz irgendweleher Gewebsstrukturen oder Zellen. Man erkennt 
lediglieh eine goldgelbe Fluoreseenz feinster, in Gruppen angeordneter K6rn- 
ehen im Cytoplasma derjenigen Trophoblas~zellen, die keine gr/inlieh fluoreseie- 
renden Kgrner enthalten, und ferner im Cytoplasma feiner spindeliger, zwisehen 
den Deeiduazellen liegender Elemente. Diese goldgelbe Fluoreseenz ist in allen 
untersuehten Pr~paraten, aueh in den ungef/~rbten Kontrollsehnitten vorhanden, 
so da6 es sieh hier um eine Eigenfluoreseenz handelt (IIAgPERL 1934). Im iibrigen 
Plaeentargewebe fallen nut  noch diinnspindelige Zellen auf, die als Gefggwand- 

Abb. 3 a u . b .  Du tch  Kaisersehni t t  gewonnene reife Placenta .  a F~trbung mi t  F luoresee in-markier tem 
Ant i se rum n~eh Vorbehandlung  mi t  Norma l se rum (positive I~ontro1Ie) : ein groger ,  s t a rk  fluoreseieren- 
der  Einschlul~ im Cytop lasma einer  Trophoblastzel le  der ]3asalplatte. b Umf~rbung  mi t  Phloxin-  
Tar t raz in :  der  gleiehe Einschlul3 bier  dunkel  (im P r ~ p a r a t  rot).  Vergr.  1055 • (~uf ~/~0 verkle iner t )  

zellen konzentriseh um grggere Gefgglumina in den Placentarsepten angeordnet 
sind, und deren Cytoplasma in den naeh der Direktmethode gef/~rbten Prgparaten 
ebenfalls hellgriinlieh fluoresciert. Die Kontrollsehnitte zeigen abet, dug diese 
Fluoreseenz unspezifiseh ist, d.h. aueh bei Fs mit markiertem normalen 
Kaninehenserum auftritC. Andererseits ist sie naeh F~rbung mit Rhodamin und 
aueh mit der Indirektmethode nieht naehweisbar. Die Zotten zeigen in unseren 
Prgparaten auger einer geringf/igigen Eigenfluoreseenz kleiner K6rnehen im 
Syneytium und in ganz vereinzelten tIofbauerzellen, wie sie schon yon DE~PS~Y 
und WIsLocxI (1944) und yon ROCKE~CSCgAUB (1952) gesehen wurden, keine 
weitere Fluoreseenz. 

Kontrollen. Die besehriebenen leuehtend gr/in fluoreseierenden Einsehl/isse in 
einem Teil der Trophoblastzellen sind in allen durehgeftihrten Kontrollf~rbungen 
negativ. Sie zeigen in den ungefgrbten Praparaten keine Eigenfluoreseenz. In 
den mit Pferdeserum, normalem Kaninehenserum und Antifibrin behandelten 
Sehnitten heben sie sieh ganz sehwaeh dunkelgrfin-gelblieh yon dem sie nmgeben- 
den dunklen Cytoplasma ab, zeigen aber keine Fluoreseenz, ebensowenig wie das 
Cytoplasma der Trophoblastzellen selbst. Dutch Absorption des markierten 
Antiserums mit Relaxin wird die F/irbef~higkeit yon Cytoplasma und Ein- 



3 0 6  F . D .  DALLENBACH u n d  G.  DALLENBACIt-HELLWEG: 

schlfissen 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 Einschlfisse, weder in der Direkt- noch in dot 
Indirektmethode. 

Die hier besehriebenen fluorescierenden Trophoblastzelleinschlfisse entspre- 
ehen in den mit Phloxin-Tartrazin gef/irbten Vergleichsschnitten in GrSi3e, 

Abb .  4 a  u. b. 16 Woche l l  alto Decidua .  Jewei ls  in  4er  Mi t te  eine K6rnehenze l l e  m i t  s t a r k  f luorescie-  
r e n 4 e n  KSrnchen .  In  der  U m g e b u n g  mhl~ig helle (noeh e rha l t ene )  u n d  s t a r k e r  l eueh tende  (nekrot isehe)  
Deeidu~zelle~ (unspezif isehe Fluorescenz) .  D i r e k t m e t h o d e .  F ~ r b u n g  m i t  R h o d a m i n .  Vergr .  405 • 

Form und Lagerung vollkommon don Proteineinschliissen (DALLENBACIt-I-IELL- 
W~G und NETT~ 1963). Don eindeutigon Beweis ihrer Identit/~t orbringon die 
mit Phloxin-Tartrazin umgef~rbten Fluorosoonzschnitte, in denen sich die Ein- 
sohliisso leuchtend rot darstellen (Abb. 3 b). Es f~llt lediglich auf, dab diose Ein- 
schliisse in don Paraffinschnitten doppelt so h~ufig sind wio in den Kryostat-  
schnitten, was sioh duroh die untorschiedlicho Schnittdicke boi beidon Verfahren 
ohne weiteres erklgrt. 

2. Decidua. In den mit Fluoresoein gef~rbten Pr~tparaton (Direkt- und In- 
direktmethode) erkennt man zw~schen don und am Rande der groSen, nicht 
louchtenden Deciduazellen kreisrunde, mehr odor weniger stark grfinlich fluores- 
eieronde KSrnehen, die im Cytoplasma kleiner rundlieher Zellen liegen (Abb. 4). 
Das Cytoplasma selbst leuehtet toils schwaoh, teil~ g~r nicht; ein Toil dot 
K6rnchen ist yon einem fluoroscierenden t tof  umgebon. In der Indirekt- 
methode ist die Fluoreseenz dieser KSrnchen oft klarer abgesetzt als in der 
Direktmethode (Abb. 5). Die gleichen K6rnchen zeigen naoh Anfs mit 
Rhodamin eine rStliehgelbe Fluoresoenz. Durch die beiden benutzten Fixierungen 
werden sio in ihrer Leuchtkraft nicht untorsehiodlich boeinfluBt. AuBer diesen 
fluorescieron noeh eine Roihe &ndorer Strukturen in denjenigen Deeiduaabsohnit- 
ten, die bereits beginnende odor fortgeschrittene 1Nekrose zeigen: Sowohl die 
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degenerierenden Deeiduazellen als aueh die Leukoeyten weisen eine unspezifisehe 
hellgrtine Fluorescenz ihres Cytoplasmas auf, die in solchen Bezirken die Er- 
kennung der in I~ede stehenden K6rnchen sehr ersehweren kann. In  den gut 
erhaltenen Absehnitten der Deeidua dagegen sind diese K6rnehen die einzigen 
fluoreseierenden Strukturen. 

Kontrollen. Eine konstante Eigenfluorescenz konnten wit in unseren Deeidua- 
pr~paraten nieht naehweisen. Aueh alle /ibrigen, bereits bei der Placenta ange- 
ffihrten Kontrollf~rbungen erweisen sieh als negativ, d.h. die hier besehriebenen 
K6rnehen zeigen in diesen Pr/Lparaten keine Fluorescenz, w/~hrend nekrotisehe 
Deeiduazellen und Leukoeyten in allen mit Flnorescein oder Rhodamin gef~rbten 

Abb. 5. Gleichcr Fal l  wie Abb. 4. Zwei  K6rnchenze l len  (KZ) m i t  deut l ieh f luorescierenden I~6rnehen 
zwisehen g r o g e n  Deeiduazellen.  I n d i r e k t m e t h o d e .  Fgrb~mg m i t  Fluoreseein.  Vergr .  690 x 

Schnitten gleieh stark leuehten. Die K6rnehen heben sieh in den Kontroll- 
sehnitten nut  ganz vereinzelt sehwaehgrfin vom noeh dunkleren Untergrund ab. 

In  den mit  Phloxin-Tartrazin gefgrbten Vergleichssehnitten entspreehen die 
besehriebenen fluoreseierenden K6rnehen in allen Einzelheiten den K6rnehen 
derendometrialenKSrnchenzellen (HAMrERL 1954). DieK6rnchens ind im Paraffin- 
schnitt, wieder bedingt durch die gr6gere Sehnittdieke, etwa doppelt so zahl- 
reich wie im Fluoreseenzsehnitt. Die mit  Phloxin-Tartrazin umgef/trbten Fluores- 
eenzsehnitte lassen ebenfalls hier und dort typisehe K6rnehenzellen in gleieher 
Lagerung wie im Fluoreseenzbild erkennen, jedoeh seheinen die K6rnchen aus 
einigen Zellen, wohl dureh das unterschiedliehe Verfahren gegenfiber dem Paraffin- 
sehnitt, herausgefallen zu sein. 

3. Endometrium. Das von uns fluoreseenzmikroskopiseh untersuehte Endo- 
metr ium befindet sieh am Ende der Proliferationsphase kurz vor der Ovulation. 
Das Stroma ist in den Funktionalisanteilen groBzellig. In  den mit  Fluorescein- 
markier tem Antiserum gefgrbten Sehnitten (Direkt- und Indirektmethode) finden 
sieh in diesen groBzelligen Stromabezirken ein oder mehrere fluorescierende 
K6rnchen in einigen kleinen Zellen mit runden Kernen (Abb. 6 a). Diese K6rn- 
ehen liegen dem Kern zuweilen dieht an. In  den indirekt gefgrbten Pr/iparaten 
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erkennt man augerdem, dug andere solcher runder Kerne yon einem schmalen 
fluoreseierenden Hof umgeben sind. Die KSrnehen gleiehen in Form, Gr6ge 
und Lagerung und in ihrer Fluorescenz mit  Fluoreseein und Rhodamin den in 
der Deeidua besehriebenen K6rnchen. Sie sind im Endometr ium nur weniger 
zahlreich. Vereinzelte solcher diese K6rnehen enthaltenden Zellen erkennt man 
auch im Bereich des Dr/isen- und Oberflgchenepithels. Die tibrigen Stromazellen 
und die Driisenepithelien erseheinen dunkel. In  den mit  Fluoreseein und Rhod- 
amin gef~rbten Prgparaten Iluoreseieren auger diesen K6rnehen nur noeh hier 

Abb .  6 a  u . b .  C o r p u s e n d o m e t r i t t m  ku rz  vo r  tier Ovulation. a F ~ r b u n g  r a i t  F luo resce in  (Direkt -  
me thode )  : in  der  M[itte t t :6rnchenzelle m i t  s t a r k  f luoresc ie renden  K 6 r n c h e n .  b U m f ~ r b u n g  m i t  Phloxi~-  
T a r t r a z i n :  die g le ichen K 6 r n c h e n  h ie r  dunke l  (im Pr~tpara t  rot) .  Vergr .  1250 • (auf  9/lo ver lde iner t )  

und dort als solche an ihrer typischen Granulierung deutlich erkennbare neutro- 
phile und eosinophile Leukocyten, in den Rhodaminprgparaten augerdem die 
e]astischen Fasern der Basalisarterien und das in einigen Driisenlumina bereits 
enthaltene Sekret. Die Fluorescenz dieser Strukturen l~gt sich in den KontrolI- 
schnitten eindeutig als unspezifische erkennen, wiihrend die hier beschriebenen 
K6rnchen sich in allen Kontrollen negativ verha]ten, d.h. genau so wie die K6rn- 
chen in der Decidua. Die ungefgrbten Kontrollschnitte lassen stellenweise reich- 
lichere Ablagerungen yon rotbraun bis goldgelb eigenfluorescierenden K6rnchen 
erkennen, bei denen es sich hSchstwahrscheinlioh um Blutpigment handelt. 
Auger dieser weisen diese Prgparate keine weitere Eigenfluorescenz auf. 

Die mit  Phloxin-Tartrazin umgef~rbten Fluorescenzschnitte zeigen, dab die 
Zellen mit fluorescierenden KSrnchen genau den endometrialen Kgrnchenzellen 
entsprechen (s. Abb. 6 b). Die Zellen, deren Kerne im Fluorescenzbild yon einem 
schmalen leuchtenden Hof umgeben werden, zeigen im Tartrazin-Paraifinschnitt  
die typische Struktur  der gerade in Differenzierung begriffenen KSrnchenzellen: 
dichter, abgerundeter Kern mit  schmalem, br~tunlichem Cytoplasmasaum, in dem 
man lichtoptisch nur mit  01immersion perinucle/~r bereits ein oder zwei feinste 
K6rnchen erkennt. 
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Besprechung 
Die in den Kryostatschni t ten yon Placenta, Deeidua und Endometr ium 

nach Behandlung mit  der Coons-Methode beschriebenen intracytoplasmati- 
sehen fluorescierenden K6rner 
H/tufigkeit ganz genau den 
Proteineinsehlfissen in den 
basalen Trophoblastzellen der 
Placenta und den K6rnchen 
der endometrialen KSrnchen- 
zellen in Endometr ium und 
Decidua, so dal3 wir ihre Iden- 
t i tgt  mit  den fluoreseierenden 
KSrnern als bcwiesen ansehen 
k6nnen. Das Ergebnis der 
Titerbestimmnngen und der 
Ouchterlony-Platten bereeh- 
tigt uns zu der Annahme, dal3 
das zur direkten und indirek- 
ten Nachweismethode be- 
nutzte Serum Antik6rper gegen 
Relaxin enthielt, und dag 
die Orte der Farbstoffbindung 
in unseren Pr~Lparaten mit  
groBer Wahrscheinliehkeit der 
LokMisation des t~elaxins im 
Gewebe entspreehen. Dabei 
diirlte der Ort der Antigen- 
Antik6rperreaktion direkt in 
den besonders krgftig fluores- 
cierenden K6rnern zu suchcn 
sein, w/~hrend das teilweise 
Mitfluoreseieren des Cytoplas- 
mas als , ,Kranzeffekt" aufzu- 
fassen ist. 

Bei kritischer Bewertung 
aller zum Beweis dcr Spezifi- 
tgt  der Reaktion durehge- 
fiihrten Kontrollen kommt  
wohl als einzige Fehlerqnelle 
die M6gliehkeit in Betracht, 
dag das l~elaxin mit  unspezi- 

entsprechen in Lage, GrSBe, Form und 
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Abb. 7. Absorp t ionskurvc  eines Zellkerns einer K6rnchen-  
zelle (1), eines I~Srnchens einer l~26rnchenzelle (2) u n d  des 
Cytopl~smas zwischen den K 6 r n c h e n  (3). Nach  HI~3LLWEG 

und  SANDRITTER 1956 

/ \ 
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Abb. 8. Ul t r~vio le t t spekt rophotomet r i sche  Absorp t ionskurve  
yon wei tgehen4 gere in ig tem l~elaxin (Frakt ion  C1-Sephadex) 
in saurer  (x )  und  Mkalischer ( , )  LSsung. Nach  COI~EN 1963 

fischen Eiweigen verunreinig~ gewesen sein kSnnte, gegen die sieh unerwiinsehte 
Nebenantik6rper gebildet h~tten. Dagegen sprieht abet 1. die Tatsaehe, dal3 
wit nut  nach neuesten Erkenntnissen ehemisch weitgehcnd gereinigtes Relaxin 
verwandten, und 2. das Ergebnis unserer Ouehterlony-Platten, auf denen sich 
nur ein einfaeher Pr/teipitationsstreifen zwischen Relaxin nnd den Kaninchen- 
Antiseren bildete (s. Abb. 1). 

21" 
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Wie wir bereits frfiher zeigten, sind die KSrnchen der endometrialen 
KSrnchenzellen und die Proteineinschlfisse der basalen Trophoblastzellen auch 
histochemisch weitgehend identisch (IIELLW~C 1956; DALLs~VBAcg-HELLW~G und 
NETT~ 1963), und zwar entspricht die chemische Zusammensetzung beider K6r- 
nerarten in wesentlichen Punkten der des t%elaxins (CoHEn 1963), go z.B. ihre 
Proteinnatur ohne naehweisbare prosthetische Gruppe und ihr Gehalt an Histidin, 
Arginin, Cystin, Tyrosin und Tryptophan. Die ausgesprochene Acidophilie der 
KSrnchen paBt zu dem hohen Gehalt des l%elaxins an basischen Aminosguren. 
Darfiber hinaus ist die ultraviolettmikrospektrographische Absorptionskurve 
der KSrnehen der endometrialen KSrnchenzellen (H~LLW~G und 8ANDRITTS~e 
1956, S. Abb. 7) so gut wie deckungsgleich mit der kfirzlich yon COHEn (1963) 
gefundenen Absorptionskurve des l%elaxins (Abb. 8). Das zahlenmttl~ige Vor- 
kommen der Proteineinschlfisse in der Placenta im Laufe der Graviditttt entspricht 
genau der Menge des biochemiseh im Placentargewebe naehgewiesenen Relaxins 
(ZAR~OW et al. 1955). Genaue biochemische Messungen fiber den Relaxingehalt 
des menschlichen Endometrinms liegen noch nieht vor, jedoch wnrde klinisch eine 
relaxierende Wirkung an Cervix (EIcH~ER et al. 1956) und 8ymphyse (GOLD- 
THWAIT und OSGOOD 1905; C~AMBE~LAIN 1930) kurz vor und wghrend der 
Menstruation beobachtet. 

Es fragt sieh nun, ob dieses Relaxin in den endometrialen K6rnchenzellen 
und basalen Trophoblastzellen gebildet oder gespeichert wird. Die 8truktur 
der Proteineinschlfisse enthaltenden Trophoblastzellen lttl~t eine Eiweiftsynthese 
in ihnen sicher erscheinen, wobei auf Grund aller erhobenen Befunde in erster 
Linie an eine Hormonproduktion zu denken war (DALLE~BACmtt~LLW~O und 
N]~TT~ 1963). Die Entstehung auch der K6rnchen der endometrialen KSrnchen- 
zellen im Cytoplasma wurde an Hand frfiherer Untersuchungen yon einem yon 
nns (HELLW~G 1954) vermutet und ein Zusammenhang ihrer Funktion mit dem 
Wirkungsmechanismus des Progesteron bzw. fiberhaupt einer hormonellen Funk- 
tion angenommen (HELnW~G, F~RIlV, O B ~  1960). Bei einer solchen intracellu- 
lgren Bildung des Relaxins auch in den K6rnchenzellen wgre seine Abgabe wahr- 
scheinlieh als holokrine Sekretion vorznstellen, wie sie aueh gut in den Rahmen 
der KSrnchenzellenaufl6sung wghrend der Menstruation passen wfirde. Anderer- 
seits erinnern die in einigen K6rnchenzellen w~thrend der Menstruation 
gefundenen Vacuolen (s. tIs, LLWEG 1957, S. 660, Abb. 2) sehr an die vaeuoli- 
sierten Trophoblastzellen in den spontan geborenen Plaeenten. 

Wie lassen sich, abgesehen yon der chemischen und morphologischen ~,hnlich- 
kelP, unsere Befunde fiber den Relaxinnaehweis in endometrialen KSrnchenzellen 
und placentaren Trophoblastzellen, d.h. in zwei verschieden gearteten und zu 
verschiedener Zeit auftretenden Zellen, funktionell auf einen gemeinsamen Nenner 
bringen ? ~ber  die Funlction des Relaxins ist klinisch und tierexperimentell viel 
gearbeitet women; dennoeh widerspreehen sich ein Tell der Ergebnisse bis heute. 
Die meisten Autoren sind sich aber fiber drei wesentliche Wirkungen des Relaxins 
beim Menschen einig : 1. Eine Cervixerweiterung kurz vor und wghrend der Geburt 
(EIottNEI% e~ al. 1956; Z A ~ o w  1957; B ~ s B ~ o  und A ~ s o n  1957 und 1959), 
die znr Geburtsverkfirzung ffihrt ( S T o ~  et al. 1959; STozr 1959). 2. Eine Wehen- 
hemmung bzw. -verlangsamung, die solange anhglt, bis die Geburtswege regel- 
recht erweiter~ sind (ABI~A~SO~ und lgE~D 1955; FOLSOME et ~1. 1956; E~CH~S~ 
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et al. 1956 und 1959; ABRAMSO_~ 1957; MCCARTHY et al. 1957; ENGST~6~ und 
WIqvIST 1959; REZEK 1959). t taben dagegen nach regelrechter Er6ffnung die 
eigentlichen Geburtswehen begonnen, so hat Relaxin keinen EinfluB mehr auf 
diese Wehenti~tigkeit (SLATE und MENGERT 1960; WA~E und HAYNES 1962). 
3. Eine Aufi6sung des Bindegewebes mit Depolymerisation der Grundsubstanz. 
Diese wurde beim Mensehen bisher nur yon SANDS und SToN~ (1958) nigher 
untersucht. An der Meerschweinehensymphyse wurde eine Aufl6sung der kolla- 
genen Fasern yon TALMAGE (1947), H~RI~OA und VAN D]S~ M ~  (1948) und 
PE~L und CATe~POLE (1949) naehgewiesen. Wie schon erwi~hnt, fanden EIeHNE~ 
et al. (1956) an der Cervix und GOLDTHWAIT und OSGOOD (1905) sowie CHAMB]~- 
LAIN (1930) an der Symphyse klinisch eine relaxierende Wirkung aueh kurz vor 
und w/ihrend der Menstruation. STAEMMLE~ (1953), DU]3tCAUSZKu und SCHMITT 
(1958) und C~AIG (1963) wiesen im Endometrinm histo]ogiseh pramenstruell eine 
Aufl6sung von Retieulumfasern nach, ohne deren Ursache zu kennen. Fiir die 
pramenstrue]le Aufi6sung der Reticulumfasern des Endometriums und ffir die 
zur gleichen Zeit zu beobaehtende relaxierende, d.h. histologiseh ebenfalls faser- 
aufl6sende Wirkung an Cervix und Symphyse k6nnten nun sehr wohl die K6rn- 
ehenzellen mit ihrem Re]axingehalt verantwortlich sein. Sie erreichen im Endo- 
metrium wi~hrend des Cyclus gerade kurz vet  der Menstruation ihre gr6Bte Zahl 
(H~LLW]~O 1954). Sie wfirden durch diese beiden Wirkungen, Aufi6sung und 
Abl6sung der abzustoBenden Schleimhaut und Erweiterung des Cervicalkanals, 
zur Erleichterung der Menstruation beitragen. 

Trit t  keine Menstruation ein, so k6nnte man ihr weiteres zahlenmi~Biges 
Ansteigen in der jungen Decidua so erkl~ren, dab die faserauflSsende t~elaxin- 
wirkung nun die Implantation des Eies erm6glicht, indem es den Trophoblast- 
zellen das Eindringen in die Decidua und deren AuflSsung am Implantationsort 
erleichtert. Eine Aufl6sung der Retikulumfasern in Umgebung der Implantations- 
stelle des menschliehen Eies haben B ~ w ~  (1938), I(nAFKA (1941) und Wis- 
Loe~I und ])EMlSSEu (1948) beschrieben. In der Tat  h~tufen sich die K6rnchen- 
zellen, die ja wandernde Zellen sind (HELLWEO End SHAXA 1959), gerade im 
Bereich der ehorialen Invasion besonders zah]reieh an (HELLWEG 1957). Im 
Tierexperimen~ erzielto FAI~STAT (1963) eine dem Be~und in der Schwanger- 
schaft vergleichbare 6demat6se Auflockerung und beginnende AuflSsung des 
Bindegewebes in der antimesometrialen Zone des Uterus bei der nicht 
sehwangeren Ra~te naeh Injektion yon Relaxin. Diese Zone entspricht dem 
Bereich, in dem naeh Befrnehtung die Implantation er~olgt. 

Bei der Abl6sung und AusstoBung der Placenta k6nnte den Proteineinsehliissen 
in den basalen Trophoblastzellen sehr wohl eine analoge Wirknng zukommen: 
eine lokale Faseraufl6sung ira Bereich der Basalplatte und eine zur gleiehen Zeit 
erfolgende Erweiterung der Geburtswege. Tatsi~ehlich liegen die Proteineinsehlfisse 
genau an der Stelle, an der die Placenta sich yon der Uteruswand 16sen muB. 
Morphologisch ls sich in diesem Bereich eine derartige Faseraufl6sung einwand- 
frei nachweisen ( H ~ I O ) .  Die als Fernwirkung des Hormons aufzufassende 
Erweiterung der Geburtswege ist eben~alls das Ergebnis einer Faseraufl6sung. 
Die re]axinhaltigen Proteineinsehlfisse wfirden also bier mit ihren beiden Hand 
in Hand gehenden Wirkungen, der Abl6sung der Placenta und der Erweiterung 
der Geburtswege, zur Erleichterung der Geburt beitragen. Interessanterweise 
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hemmt Eelaxin die Wehentgtigkeit, solange diese Erweiterung und Lockerung 
noch nieht vollstgndig ist. Erst naeh Wegfall des Relaxineinflusses kann sich 
die wehenerregende Oxytocinwirkung entfalten. Diese klinische Beobachtung 
deckt sich sehr gut mit unseren morphologischen Befunden, dab die Protein- 
einschlfisse nur in den Plaeenten nachweisbar waren, die vor Einsetzen der Wehen 
gewonnen wurden, nicht aber in den naeh k/irzerer oder 1/~ngerer Wehentatigkeit 
spontan geborenen. 

In das hier cntworfene Schema lassen sich m/ihelos alle bisher klinisch beob- 
achteten Relaxinwirkungen cinordnen. Die scheinbar paradoxe Gleiehzeitigkeit 
yon Wehenhemmung und Geburtsverkfirzung wird dadurch ohne weiteres ver- 
st~ndlich, ebenso d i e  sehr unterschiedlichen Angaben fiber die Wirkung yon 
Relaxin bei der Geburtseinleitung (STONE et al. 1958), da Relaxin sozusagen die 
Einleitung der Geburtswehen erst ffeigibt, wenn die Gcburtswege regelreeht er- 
weitert sind. Es kann daher nicht verwundern, dab einige Autoren keine kon- 
stante Wirkung des Relaxins auf die Wehentatigkeit sahen (K~r,LY 1959; D]~CK~ 
1959; SLAT~ und ME~e~RT 1960; WAaE und HAY~r,s 1962). Aueh die wehen- 
verk/irzende Wirkung des Relaxing (BI~NBE~G und A~ITBOL 1957) ist gut ZU 
verstehen, dcnn je besser die Erweiterung des Geburtskanals, um so weniger 
werden die Wehen noch zu leisten haben. So fand EISENBERG (1957) be~ der 
Geburt die therapeutisch erforderliche Oxytocinmenge vermindert, wenn vorher 
Relaxin verabreicht wurde. 

Da sozusagcn der Vorgang der Geburt dem der Menstruation im Grund- 
prinzip sehr nahe steht und nur im AusmaB um ein Vielfaches gesteigert ist, 
erseheint es logiseh, dab beide Vorg/~nge durch das gleiche Hormon gcf5rdert 
werden. Die als morphologisches Substrat dieses Hormons anzusehenden K6rn- 
ehen der endometrialen KSrnchenzellen und der basalen Trophoblastzellen sehen 
sieh histologiseh zum Verwechseln ahnlich, nur die sie beherbergenden Zellen 
sind verschieden. Die Kleinheit der K6rnchcnzellen ist vielleieht daraus zu ver- 
stchen, dag sie zum Implantationsort wandern und daher sehr beweglieh sein 
m/issen. Wir mSchten unseren Befunden eine weitere Bestatigung dafiir ent- 
nehmen, dag das gleiche Hormon in ganz verschiedenen Zellen des Organismus 
gebildet bzw. gespeichert werden kann. 

Fragen wir uns abschliegend, welche Auswirkung eine Unterfunktion der 
KSrnchenzellen auf die Menstruation haben k5nnte, so w/irde man an eine 
Ersehwerung mit Fehlen der SehleimhautauflSsung und der Cervixerweiterung 
denken - -  eine Kombination, wie wir sie unter dem Bild der bis heute atiologisch 
noch unklaren Dysmenorrhoea membranaeea kennen. Genauere Untersuchungen 
der KSrnchenzellen bei dieser und anderen funktionellen St6rungen des Endo- 
metriums, wie z.B. auch der verz6gcrten Abstogung sowie verschiedener Formen 
der Dysmenorrhoe kSnnte vielleicht zur Kl~rung mancher noch schwer verst~nd- 
licher klinischer Bilder f/ihren. Tatsachlich wurde Relaxin von einigen Autoren 
schon zur Behandlung der Dysmenorrhoe, zum Tell mit gutem Erfolg, angcwandt 
(E~z~K 1953; J o ~ s  und SMITH 1954; KUPPEaMAN c t a l .  1959). Es ware z.B. 
denkbar, dag diejenigen F/ille yon Dysmenorrhoe, bci denen sieh eine Verminde- 
rung der K6rnchenzellen im pr/~menstruellen Endometrium nachweisen liege, 
besonders gut mit Relaxin zu beeinflusscn w/iren. 
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Zusammenfassung 

Mit Itilfe der direkten und indirekten Immunofluorescenzmethode nach 
Coo~s gelang der Nachweis yon Relaxin in menschlicher Placenta, Decidua and 
Endometrium. Dem Ort der Antigen-AntikSrperreaktion entsprachen in der 
Placenta die Proteineinschliisse der basalen Trophoblastzellen (DALLS~BACg- 
Hs, nLWSG und NETTn) und in Decidua und Endometr ium die K6rnchen der endo- 
metrialen K6rnchenzellen (I-IAMPERL). Auf Grand aller friiher erhobenen Befunde 
erscheint es sehr naheliegend, daG das t~elaxin in diesen zwei Zellarten nicht nur 
gespeichert, sondern such gebildet wird. Die aus dem zeitlichen und 5rtlichen 
Vorkommen dieser Zellen and aus den bisherigen klinischen Untersuchungen 
abzuleitende Funktion des Relaxins scheint danach im wesentlichen eine Auf- 
15sung der Bindegewebsfasern zu scin, die sich als Lokal- und als Fernwirkung 
entfaltet. Ihr  Substrat  ist 1. die Auf- and  Abl6sung der Menstruationsschleim- 
haut  (lokal) und die Cervixerweiterung (distal) zur Erleiehterung der Menstrua- 
tion; 2. die FaserauflSsung in der jungen Decidua im Bereich der chorialen 
Invasion zur Erleichterung der Implantat ion;  3. die Abl6sung der Placenta 
(lokal) End Erweiterung der Geburtswege (distal) zur Erleiehterung der Geburt. 
Die sich im Grundprinzip nahestehenden Vorg/~nge der Menstruation und der 
Geburt werden demnach durch das gleiche Hormon Relaxin gef6rdert, dessen 
morphologisches Substrat  in histologisch, histochemisch and fluorescenzmikro- 
skopisch fibereinstimmenden KSrnchen zweier verschiedener Zellarten zu suchen 
ist. 

Immunohistological Studies of the Localization of Relaxin 
in tlmnan Placenta and Decidua 

Summary 
With the direct and indirect immunofluorescence method of Coo~s 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 (DALLENBACK-I~[ELLWEG und 
NSTTE). In  the decidua and endometrium it corresponds to the granules of the 
endometrial granulocytcs (HAMFE•L). On the basis of results previously published 
it appears very probable that  relaxin is not only stored in these two types of 
ceils but is also formed there. As deduced from the temporal  and spatial occurrence 
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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