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RESULTATE

I . Gewebekultur

1 . Epidermalzellen von Meerschweinchen:

Die in die verschiedenen Kulturgefäße ausgesäten Zellsuspensionen (vgl . Mate¬

rial und Methoden 1 . 4 . ) ließen keine Unterscheidung der Zelltypen zu . Sowohl

M als auch K waren völlig abgekugelt . Die suspendierten Zellen erschienen im

Lichtmikroskop von hell (wenig Pigment ) bis zu schwarz - braun (viel Pigment ) .

Da die K in der Epidermis der schwarzen Ohren viel Pigment enthalten , sind

diese Unterschiede nicht eindeutig zellspezifisch.

Nach 5- 6 Stunden waren die ersten M am Substrat festgehaftet und ausgebreitet.

Nach 18 - 20 Stunden waren bei Mischkulturen sowohl M als auch K "angegangen ",

d . h . ausgebreitet . Die K traten meistens in Gruppen von dicht aneinanderlie¬

genden Zellen auf , die M drängten sich einzelnliegend dazwischen.

Mit fortschreitender Kulturdauer weiteten sich die K- Inseln durch Zellteilun¬

gen aus und "begruben " viele M unter sich . Die verwendete Inokulationsdichte

für Mischkulturen von ca . 180 . 000 Zellen/cm ^ Kulturfläche gewährleistete , daß

nach 3- 6 Tagen Kulturdauer genügend freiliegende M für Zelloberflächenlabeling

zur Verfügung standen (Abb . 2b ) . Daneben beobachtete man auch freiliegende M,

die mit K über ihre Dendriten in Verbindung standen , sowie völlig von K- Mono-

layer überwachsene M.

In Kulturen , die nicht für Markierungsexperimente herangezogen wurden und

deshalb länger als 6 Tage kultiviert wurden , überwuchsen schließlich die K

alle M. Es entstand ein geschlossener K- Monolayer . Mitunter begann sich nach
ca . 1 Woche eine Kontamination der Kultur mit Fibroblasten zu manifestieren.

Das Kulturverhalten der Meerschweinchen - M wurde detailliert von Fritsch et al

(1981 ) beschrieben.

M vom schwarzen Meerscheinchenohr waren im Phasenkontrast und sogar im norma¬

len Durchlicht immer zweifelsfrei identifizierbar , weil sie tiefschwarz - braun
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erscheinen (Abb . 2b,3b ) . Im Elektronenmikroskop sah man , daß sie dicht mit

Melanosomen gefüllt sind . Der allergrößte Teil der Melanosomen befand sich

im ausgereiften Zustand (Abb . 5 ) , entsprach also der Reifungsstufe IV nach

Jimbow (1971 ) (vgl . Einleitung 1 . 3 . ) . Die Form der M war im Regelfall dendri¬

tisch (Abb . 3b ) ; es kamen aber auch bipolare , dreieckige und andere Formen

vor . Nie jedoch schauten die M epitheloid , großflächig ausgebreitet , wie die

K aus . Sie wirkten immer kompakt.

Albino - M waren etwas kleiner und zarter . Sie waren seltener dendritisch ; die

bipolare Spindelform überwog . Alle verwendeten Albinos zeigten offensichtlich

die tyrosinasepositive Form des oculo - cutanen Albinismus : Die Tiere hatten

zwar ein reinweißes Fell und rosarote Augen , jedoch waren ihre Ohren mehr oder

weniger stark grau gefärbt , d . h . pigmenthältig . In Kultur zeigte sich das in

einer leichten Graufärbung der M im Phasenkontrast (Abb . 6a ) . Elektronenmi¬

kroskopisch sah man Melanosomen aller Reifungsstadien , erwartungsgemäß jedoch

deutlich weniger , als in "schwarzen " M (Abb . 6b ) .

Die K schauten bei schwarzen Meerschweinchen und Albinos gleich aus . Sie wa¬

ren im Monolayer großflächig ausgebreitet und dicht aneinanderschließend

(Abb . 2 ) . Die Melanosomen waren in Komplexen zu mehreren im Cytoplasma abge¬

lagert . Die charakteristischen Tonofilamentbündel waren immer vorhanden.

2 . Epidermalzellen vom Menschen:

Der Kulturverlauf bei humanen Kulturen war prinzipiell gleich wie beim Meer¬

schweinchen . In manchen Fällen jedoch brauchten humane M und K wesentlich

länger (bis zu 2 Tagen ) bis zum Anwachsen und Ausbreiten.

Menschliche M enthielten , je nach Pigmentierungsgrad des Spenders , verschie¬

den viel Pigment . Im Phasenkontrast erschienen sie leicht gräulich (Abb . 2a ) ,

nie aber so dicht wie die M von schwarzen Meerschweinchen . Das zeigte sich

auch ultrastrukturell , wo man alle Variationen von melanosomenarmen bis zu

relativ melanosomenreichen M sah . Die Melanosomen lagen einzeln , selten zu

zweit und kamen in allen Reifungsstadien vor (Abb . 1 ) . Sie waren durchwegs

etwas kleiner als die Melanosomen der Meerschweinchen . Die humanen Melanozy¬

ten entsprachen in ihrer Größe etwa denen der Albinomeerschweinchen . Sie

waren vorwiegend dendritisch und bipolar (Abb . 2a,3a ) .
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Im Phasenkontrast fiel oft eine optische Verdichtung im Terminalbereich der

Dendriten auf (Abb . 7a ) , die sich elektronenoptisch als Anhäufung von Melano-

somen herausstellte (Abb . 7b ) . Diese Melanosomen werden im Rahmen der Pigment¬

donation an die benachbarten K übergeben . Der diesen Vorgang ermöglichende

direkte Kontakt zwischen der Dendritenspitze eines M und dem Zelleib eines K

wurde ab und zu beobachtet (Abb . 4 ) . Einzelne M schlugen manchmal regelrechte

Brücken zwischen benachbarten K- Gruppen (Abb . 4 ) .

Ultrastrukturell unterschieden sich humane M, abgesehen vom Pigmentgehalt,
nicht wesentlich von denen der Meerschweinchen . In vielen humanen M war das

System der intermediären Filamente (lOnm) und der Mikrofilamente im Gegensatz

zum Meerschweinchen stark ausgebildet (Abb . 8 ) .

Die K waren im Phasenkontrast genau gleich wie beim Meerschweinchen . Elektro¬

nenoptisch entsprachen sie dem Pigmentierungsmuster bei weißhäutigen Menschen

(kaukasische Rasse ) : die Melanosomen sind hier in Komplexen zusammengefaßt

(Abb . 9a ) . Die kultivierten K bildeten untereinander Desmosomen aus (Abb . 9b ) .

3 . Melanomzellen vom Menschen:

Für Zelloberflächenstudien geeignete Kulturen wurden von ca . zwei Dritteln

aller Melanompräparate erhalten.

Sie zeigten sehr unterschiedliches Kulturverhalten . Metastasen und noduläre

Melanome attachierten in der Regel sehr rasch und proliferierten stark . Eini¬

ge davon wurden sogar mehrmals subkultiviert . Die restlichen primären Melanome
verhielten sich ähnlich wie normale humane M- und K- Mischkulturen:

Obwohl nicht gezielt auf morphologische Unterschiede zwischen normalen und

malignen M hin beobachtet wurde , fielen dennoch einige Besonderheiten der
Melanomzellen auf.

- In Kulturen von primären Melanomen , die vorwiegend flächig wachsen (LM, LMM,

SSM) kamen neben den M auch K vor , die sich licht - und elektronenmikrosko¬

pisch nicht von den K der Normalhaut unterschieden . Die M einer Kultur

schauten zum Teil gleich wie normale M aus , zum Teil hatten sie mehr epi-

theloiden Charakter (Abb . 10a ) . Allgemein fiel eine Heterogenität in der
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Zellgestalt auf . Die malignen M traten in einer hohen Dichte auf (Abb . 10b ) ,

wie sie bei normalen M nur selten gefunden wird . Auch Zellteilungen wurden
beobachtet.

- M, die von Metastasen und nodulären Melanomen abstammten , waren einförmiger

in ihrer Gestalt . Alle Zellen einer Kultur schauten sich sehr ähnlich . Sie

waren in der Regel bipolar - spindelförmig bis rechteckig (Abb . 10c,d ) . Die

typische dendritische M- Gesalt war nur noch vereinzelt erhalten . Die Zellen

waren auch größer als normale M. Diese Kulturen bestanden zum größten Teil

aus Melanomzellen . Vereinzelt wurden Melanophagen , d . h . melaninfressende

Makrophagen , beobachtet . Sie waren ultrastrukturell an den großen , melano-

somenhältigen Vakuolen und dem Fehlen von einzelnen Melanosomen erkennbar.

Ebenso kamen manchmal Fibroblasten und Lymphozyten vor , denen ebenfalls die
Melanosomen fehlten.

- Ultrastrukturell fiel auf , daß einige der Melanommetastasen abnormal gestal¬

tete Melanosomen besitzen . Die geregelte Struktur der Matrixproteine war

teilweise aufgelöst (Abb . 11 ) . Viele Melanomzellen zeigten sogenannte auto-

phage Vakuolen (Abb . 12 ) . Zusätzlich zu den charakteristischen einzeln lie¬

genden Melanosomen sind dies große , membranbegrenzte Vakuolen , die dicht

mit ganzen Melanosomen , Melanosomenbruchstücken , sowie Debris gepackt sind.

II . Lektine ^

1 . Fluoreszenzmi kroskop ie:

Die Bindung der Lektine an die untersuchten Zellen war identisch für die FITC-

und TRITC- konjugierten Lektine . FITC- gekoppelte Lektine hatten den Vorteil,

daß sie in der Regel kräftiger leuchteten . Andererseits mußte der Nachteil

in Kauf genommen werden , daß die Fluoreszenz binnen kurzer Zeit ausbleicht.

Bei den Rhodamin - gekoppelten Lektinen (TRITC) war es dagegen umgekehrt : die

Zellen leuchteten in der Regel nicht so stark ; dafür aber konnten sie länger

beobachtet und fotografiert werden , da die Bleichung relativ langsam vor sich

geht.

- Kontrollversuche ohne Lektininkubation zeigten , daß keine Autofluoreszenz

der attachierten Zellen auftritt . Auch die Fixierung mit Paraformaldehyd

induzierte keine Autofluoreszenz . Lediglich große Aggregate von abgekugel¬

ten Zellen , d . h . toten oder beschädigten Zellen , leuchteten ganz schwach.

1) Teile dieser Resultate wurden bereits veröffentlicht : Romani et al 1983a,

Romani et al 1982 , Schüler et al 1982.
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- Dasselbe gilt für die Kontrollen des Avidin - FITC , das in der 2- Stufen-

Methode das biotinylierte Lektin sichtbar macht . Inkubation mit Avidin-

FITC ohne vorangehende Lektininkubation färbte nur einen Teil der abgeku¬

gelten Zellen an . Viable attachierte Zellen waren völlig negativ.

- Die Spezifitätskontrollen durch Vorinkubation der Lektine mit ihren jewei¬

ligen spezifischen Hemmzuckern (Tab . 3 ) waren immer negativ . Unspezifische

Bindung trat wieder nur bei Aggregaten von abgekugelten Zellen auf.

- Inkubation mit den Lektinen in Gegenwart eines falschen Hemmzuckers (GalNAc

für ConA, c^ - Methyl - Glc für SBA und PNA) veränderte die Lektinbindungsmuster

nicht . Ein Effekt der veränderten Osmolarität auf das Bindungsverhalten

konnte also ausgeschlossen werden.

- FITC- gekoppeltes bovines Serumalbumin (BSA) band nicht an die untersuchten

Zellen , d . h . , es kam zu keiner unspezifischen Bindung des Farbstoffes an

die ausgebreiteten Kulturzellen.

- Vorfixierte Kulturen zeigten identische Lektinbindung zu den im unfixierten
Zustand mit den Lektinen inkubierten Zellen.

- Ebenso wirkte sich der Zusatz von 1% BSA zu allen Inkubations - und Wasch¬

lösungen nicht auf die Lektinfluoreszenz aus . BSA wird in der Immunfluores-

zenz routinemäßig zugesetzt , um die unspezifische Bindung von Konjugaten

zu verringern.

- In der Fluoreszenz ergaben sich keine Anhaltspunkte für eine Aufnahme der

Lektine ins Zellinnere in Form großer , stark leuchtender Aggregate . Dies

konnte man nur bei abgekugelten toten Zellen feststellen.

Zusammenfassend ließen die beschriebenen Kontrollexperimente den Schluß zu,

daß es sich bei der beobachteten Fluoreszenz von attachierten und ausgebrei¬

teten Zellen um die spezifische Bindung der Lektine an die Zellmembran handelte.

Probleme tauchten beim Fluoreszenz - Labeling der stark pigmentierten M von

schwarzen Meerschweinchenohren auf . Ein großer Teil des von der Zellmembran

emittierten Fluoreszenzlichtes muß die dicht mit Melanosomen vollgepackte

Zelle passieren , bevor es ins Objektiv eintritt . Dieses Licht wird vom Mela¬

nin absorbiert . Auf diese Weise können falsch negative Resultate vorgetäuscht

werden . Somit mußten alle negativen Resultate bei schwarzen Meerschweinchen - M

auf diesen Gesichtspunkt hin überprüft werden . Bei den Lektinen SBA, SJA , DBA,
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HPA, PNA sowie UEA I ergab der Vergleich mit den ultrastrukturellen Markie¬

rungstechniken eine wahre Negativität . Bei ConA , welches in niedrigen Konzen¬

trationen ( ^ 25p.m/ml ) an pigmentierten M negativ , an Albino - M jedoch positiv

erschien , konnte das Phänomen nach Vergleich im Elektronenmikroskop auf die

pigmentbedingte Auslösung der Fluoreszenz zurückgeführt werden : bei gleichen

Konzentrationen waren Albino - M und pigmentierte M ultrastrukturell gleich

stark gelabelt . Beim Vergleich Von Albino - und pigmentierten Kulturen erschie¬

nen deshalb bei identischen Versuchsbedingungen die pigmentierten M immer
etwas schwächer in ihrer Membranfluoreszenz.

2 . Elektronenm ikros kopie:

Die elektronenmikroskopischen Resultate entsprachen genau denen der Fluores¬

zenzexperimente . Sowohl die Einstufen - Methode (HRP- gekoppelte Lektine ) , als

auch die Zweistufen - Methode (biotinylierte Lektine gefolgt von Avidin - HRP)

ergaben identische Ergebnisse . Die beiden Methoden unterschieden sich nicht

signifikant in der Intensität der Markierung.

- Die Kontrollen mit den spezifischen Hemmzuckern waren in allen Fällen nega¬

tiv , d . h . , es war kein HRP- Reaktionsprodukt an den Membranen zu finden

(Abb . 13 ) .

- Gleichfalls negativ waren die Kontrollen zur Aufdeckung einer zelleigenen

Peröxidaseaktivität (Material und Methoden 11 . 4 . , 2 . Kontrolle ) .

- Ungekoppelte HRP band in Konzentrationen (200 - 500p .g/ml ) , welche die HRP- Kon-

zentration in den Konjugaten übersteigen , nicht an die Zellmembran der un¬

tersuchten Zellen . Tote Zellen hingegen nahmen das Enzym in großen Mengen

auf (Material und Methoden 11 . 4 . , 3 . Kontrolle ) .

- Eine unspezifische Bindung des Avidin - HRP- Konjugates konnte ebenfalls klar

ausgeschlossen werden (Material und Methoden 11 . 4 . , 4 . Kontrolle ) .

Alle erwähnten Kontrollen , außer der 2 . , wurden sowohl an unbehandelten als

auch an Neuraminidase vorbehandelten Kulturen durchgeführt . In beiden Fällen

waren alle Konjugate negativ.

Die Peroxidase - gekoppelten Lektine wurden nicht ins Zellinnere aufgenommen.

Das geht aus allen demonstrierten EM- Fotografien klar hervor . Dieser Befund

kann auch als Bestätigung dafür gelten , daß bei Fluoreszenzexperimenten , wo

zusätzlich zur Inkubation bei tiefer Temperatur noch Natriumazid zugesetzt

wird , die Lektine nicht internalisiert wurden.



49

3 . Lektinbindungsmuster von M und K:

Die Bindungseigenschaften der M und K von Mensch und Meerschweinchen sind in

Tabelle 6 und 7 zusammengefaßt.

Die Lektinbindung war bei pigmentierten und Albino - M vom Meerschweinchen,

sowie bei humanen M fast identisch . Auch die K aus den verschiedenen Quellen

waren einander weitgehend ähnlich . Aus diesem Grund wird im Folgenden einfach

von M und K gesprochen.

Aufgrund der in Fluoreszenz - und Elektronenmikroskopie erhobenen Daten konnten

die verwendeten Lektine in 3 Gruppen eingeteilt werden:

A. Lektine , welche sowohl an M als auch an K banden . Neuraminidase - Vorbehand-

lung beeinflußte dieses Muster nicht.

Dazu gehören in erster Linie die Glc - und Man- spezifischen Lektine ConA und

succinyliertes ConA , LCA und PSA , sowie WGA, spezifisch für GlcNAc und Sia-

linsäure und succinyliertes WGA und STA, spezifisch für GlcNAc . Fluoreszenz-

(Abb . 14 ) und HRP- Reaktionsprodukte (Abb . 15 ) waren gleichmäßig über die Mem¬

bran verteilt . Es wurden keine Unterschiede zwischen Dendriten und Zelleib

der M gefunden . Elektronenmikroskopisch zeigt sich , daß sich pigmentierte und

Albino - M vom Meerschweinchen bezüglich der ConA- Bindung nicht unterscheiden,

so wie es in der Fluoreszenz den Anschein hatte (vgl . Vorhergehenden Punkt ) .

Auf beiden Zelltypen ist eine gleich dicke Schicht von Reaktionsprodukten

deponiert . Dieser Vergleich ist nur innerhalb ein und desselben Experiments

zulässig . Ebenfalls intraexperimentell wurde ersichtlich , daß M und K ungefähr

gleich dicke Schichten von Reaktionsprodukt tragen.

Neuraminidase - Vorbehandlung ließ diese Bindungsverhältnisse unverändert.

Auch einige Gal - spezifische Lektine müssen in diese Gruppe eingereiht werden;

GSA I und die beiden Rizinusagglutinine (RCA I und II ) . Hier ergab sich in

der Fluoreszenz bei menschlichen Kulturen der Eindruck , daß die M schwächer

gelabelt waren , als die K. Da humane M vergleichsweise wenig Pigment enthal¬

ten , war der Auslöschungseffekt , wie beim schwarzen Meerschweinchen - M, wahr¬
scheinlich nicht dafür verantwortlich.
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Neuraminidase - Vorbehandlung läßt die M stark und eindeutig positiv werden;

auch das Labeling der K ist verstärkt . Auch hier wurde kein differenzielles

Labeling von Dendriten und Zelleib beobachtet.

B. Lektine , welche nicht an M und nur zum Teil an K banden . Neuraminidase-

Vorbehandlung beeinflußte dieses Muster nicht.

UEA I , spezifisch für L- Fuc gehört dieser Gruppe an . Die M waren konstant

negativ . Bei den K unterschieden sich die 2 untersuchten Spezies . K vom Meer¬

schweinchen waren negativ , humane K demonstrierten hingegen eindeutige Mem¬

branfluoreszenz . Beim Meerschweinchen , wo beide Zelltypen negativ waren , war

es wichtig , ein falsch negatives Resultat auszuschließen . Dazu wurden Ery¬

throzyten der Blutgruppe O sowohl in Suspension als auch auf Polylysin - be¬

schichteten Objektträgern festgehaftet mit FITC- UEA I inkubiert . Die suspen¬

dierten Zellen agglutinierten und leuchteten . Auch die festgehafteten Zellen

zeigten starke Membranfluoreszenz . Zusätzlich stimmte die spektroskopische

Überprüfung der F/P - Ratio , also des Verhältnisses von Fluoreszenzfarbstoff

zu Lektin im Konjugat , mit den vom Hersteller angegebenen Werten überein.

Die unterschiedlichen Markierungseigenschaften der K von Mensch und Meer¬

schweinchen wurden auf ultrastruktureller Ebene bestätigt (Abb . 16 ) .

Das Lektin GSA II , spezifisch für terminal stehende GlcNAc - Reste band weder

an M noch an K, ungeachtet der Neuraminidase - Behandlung . Auch hier wurde das

Lektinkonjugat wie beim UEA beschrieben , auf seine Funktion hin überprüft und

in Ordnung befunden . GSA II wurde nur an humanen epidermalen Kulturen verwendet.

C. Lektine , welche an K banden , an M jedoch nur nach Neuraminidase - Vorbehandlung.

Diese Gruppe umfaßt die GalNAc - spezifischen Lektine SBA, SJA , DBA, HPA sowie

das , ausschließlich terminale D- Gal erkennende PNA.

In der Fluoreszenz stellten sich die M entlang ihres ganzen Umfanges , d . h.

Zelleib und Dendriten , als negativ heraus (Abb . 17 ) . Bei den K unterschieden

sich die verschiedenen Lektine . Währens SJA , DBA und HPA nur schwache Fluo¬

reszenz ergaben , waren SBA und PNA an K kräftig leuchtend . Meerschweinchen - M

waren immer völlig negativ , d . h . , es war überhaupt keine Fluoreszenz zu sehen.
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Diejenigen Stellen , an denen die M lagen , waren so schwarz wie der umgebende

Background . In ca . 10 % aller humanen Kulturen , die mit SBA und PNA inkubiert

wurden , zeigten die M eine extrem schwache Fluoreszenz , die aber von der
Fluoreszenzintensität der K bei weitem übertroffen wurde.

Die Vorbehandlung der Zellen mit Neuraminidase führte in deutlichem Gegensatz

zur Gruppe II bei allen Lektinen der Gruppe III zu einer Induktion der Lek¬

tinbindungsfähigkeit der M (Abb . 18 ) . Ausnahmslos alle M einer Kultur fluo¬

reszierten nun ; schwach bei DBA, stark bei den restlichen Lektinen . Die Mem¬

branfluoreszenz der K nahm ebenfalls mehr (SBA, PNA) oder weniger (SJA , DBA)

zu . Die größte Zunahme verzeichnete HPA, das ohne Enzymbehandlung an K nur
schwach band.

Es ist bemerkenswert , daß schon sehr geringe Enzymkonzentrationen zum be¬

schriebenen Effekt führten . Die allgemein üblichen und auch bei allen Experi¬
menten dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen können beträchtlich unter¬

schritten werden . In einigen Parallelansätzen wurden humane Kulturen mit einer

Neuraminidasekonzentration von 0,001 internationalen Einheiten pro ml inku¬

biert . Das ist ca . 200x stärker verdünnt als die verwendete Gebrauchsverdün¬

nung . Darauffolgendes Labeling mit FITC- SBA und PNA ergab deutliche Membran¬
fluoreszenz von M und K.

Auf ultrastruktureller Ebene wurden die in der Fluoreszenz gewonnenen Ergeb¬

nisse bestätigt (Abb . 19 ) . Meerschweinchen - M waren durchwegs völlig negativ,

d . h . kein HRP- Reaktionsprodukt lagerte sich auf der Membran ab . Humane M

waren in etwa der Hälfte der Versuche total negativ . In der anderen Hälfte

der Versuche mit SBA und PNA war die M- Membran von einer dünnen , stellenweise

unterbrochenen Schicht des Reaktionsproduktes überzogen , welches jedoch höch¬

stens ein Viertel der Dicke des Reaktionsproduktes der benachbarten K aus¬

machte . Die K waren bei SBA und PNA von einer dicken Schicht bedeckt . Bei

HPA, DBA und SJA war die Markierung schwächer , d . h . dünner und lockerer.

Die Neuraminidase - Vorbehandlung führte zu den analogen Ergebnissen , wie oben

für die Fluoreszenz beschrieben (Abb . 20 ) . Ultrastrukturell fiel ein Phänomen

auf , das in der Fluoreszenz nicht zutage trat : in Abschnitten , wo die M
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(sowohl Dendriten als auch Zelleib ) mit K in Kontakt traten , banden sie offen¬

sichtlich die Lektine SBA und PNA. Die im unmittelbaren Kontaktbereich dicke

Schicht Reaktionsprodukt wurde mit zunehmender Entfernung vom K dünner . In

einer Distanz von etwa 10 - 15p.m vom K war der M wieder vollkommen ungelabelt

(Abb . 21 ) .

In Tabelle 7 sind die wichtigsten Ergebnisse vereinfacht zusammengefaßt.

4 . Lektinbindungsmuster von humanen MZ:

Aufgrund der beschränkten Verfügbarkeit von MZ- Kulturen wurden die Experi¬

mente nicht mit der ganzen Palette der Lektine durchgeführt , sondern nur mit

den wichtigsten Vertretern jeder Spezifitätsklasse (vgl . Tab . 5 ) .

Der Vergleich der Lektinbindungseigenschaften von normalen humanen M und MZ

brachte keine Unterschiede zutage . Die Bindungsmuster von M waren in Fluores¬

zenz - und Elektronenmikroskopie absolut identisch denen der normalen humanen

M (Tab . 6 und 7 ) .

- Die Lektine der Gruppe I banden ungeachtet der Neuraminidase - Vorbehandlung

an die MZ (Abb . 22 ) .

- Die Lektine der Gruppe II banden nicht an die MZ. Neuraminidase - Vorbehand¬

lung vermochte die Bindungskapazität nicht herzustellen.

- Die Lektine der Gruppe III banden nicht oder nur sehr schwach (vgl . vorher¬

gehenden Punkt ) an die MZ (Abb . 24 ) . Nach Neuraminidase - Vorbehandlung

jedoch waren alle MZ stark reaktiv für diese Lektine (Abb . 23,24 ) .

Zwei in der kurzgefaßten Beschreibung der Lektinbindungsmuster im Prinzip

enthaltene Beobachtungen müssen ausführlicher dargelegt werden:

- Die Lektinbindung war bei allen untersuchten MZ gleich , obwohl das Spektrum

der ausgesuchten Tumoren (vgl . Tab . 2 ) die verschiedensten Grade der zellu¬

lären Dedifferenzierung und Malignität bis hin zu Metastasen der Haut und

der Lymphknoten enthielt.

- In den Versuchen zeigten alle MZ einer gegebenen Kultur gleiche Lektinbin¬

dung . Nie wurden Zellklone mit abweichendem Verhalten gefunden , obwohl

einige Kulturen morphologisch stark voneinander abgegrenzte Klone enthiel¬

ten (vgl . Abb . 10a ) .
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Lektine Keratinozyten Melanozyten Melanomzellen

unbehandelt/ unbehandelt/ unbehandelt/
Neuraminidase Neuraminidase Neuraminidase

vorbehandelt vorbehandelt vorbehandelt

ConA —t*/ ++ ++/ ++ ++/ ++

succ . ConA +/+ +/+ n . d.

LCA +/+ +/+ n . d.

PSA +/+ +/+ n . d.

WGA ++/ ++ ++/ ++ ++/ ++ Gruppe

succ . WGA +/4 +/+ 1

STA +/+ +/+ n . d.

RCA 1 ++/ ++ +/ ++ n . d.

RCA 11 ++/ ++ +/ ++ n . d.

GSA 1 ++/ ++ +/ ++ n . d.

UEA 1 +/ + (Mensch) -/- -/- Gruppe

-/ - (Meerschw .) 11

GSA 11 -/- -/- n . d.

PNA H—)*/ +W—h -/ ++ -/ ++

SBA ++/ +++ -/ ++ -/ ++

HPA +/ +++ -/ ++ -/ ++ Gruppe

DBA +/+ -/+ n . d. 111

SJA +/ ++ -/+ n . d.

Tab . 6:

Zusammenfassung der Resultate der Lektin - Labeling - Experimente . Die semiquan¬

titative Skala von - bis +++ beruht auf der Beurteilung der Fluoreszenzinten¬

sität . Experiment nicht durchgeführt (n . d . ) . Die Resultate von Mensch und

Meerschweinchen entsprechen einander und werden deshalb nicht getrennt auf¬

geführt .
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Lektine übergeordnete Melanozyten + MelanomzellenGruppe

Zuckerspezifität unbehandelt Neuraminidase

vorbehandelt

ConA

succ . ConA D- Man

D- Glc

WGA

GlcNAcsucc . WGA

D- GalRCA II

GSA I

L- FucUEA I

GlcNAcGSA I

(nur terminal)

D- Gal

(ausschl . terminal,
nicht reduzierend ! )

GalNAc

Tab . 7:

Vereinfachte Zusammenfassung der Resultate der Lektin - Labeling - Experimente.
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In 2 der eben beschriebenen Versuche konnten MZ (vom nodulären Anteil eines

SSM) und M aus paraläsionaler Normalhaut vom selben Patienten intraexperimen¬

tell verglichen werden . Auch hier waren MZ und M identisch.

. . 1 )III . Kationisiertes Ferritin

1 . Allgemeines:

Die in Material und Methoden 111 . 2 . angeführten Kontrollen waren alle negativ:

natives , bei physiologischem pH neutrales Ferritin band nicht an die Zellen

(1 . Kontrolle ) . Ebenso wenig band CF bei hoher Ionenstärke (2 . Kontrolle)

und bei Vorinkubation mit Poly - L- Lysin (4 . Kontrolle ) . In der zur 2 . Kontrolle

gehörenden 3 . Kontrolle war keine Veränderung des CF- Labelings feststellbar.

Dadurch ist gesichert , daß die an der Zelloberfläche gebundenen CF- Moleküle

auch wirklich nur negativ geladene Gruppen anzeigen und nicht unspezifisch
adhärieren.

Die Gebrauchsverdünnung des CF (0,32mg/ml PBS) wurde unmittelbar vor Gebrauch

scharf zentrifugiert (15 . 000g/30 Minuten ) , um Aggregate zu entfernen . In eini¬

gen Stichproben wurde ein kleiner Tropfen der zentrifugierten Lösung auf ein

befilmtes elektronenmikroskopisches Trägernetzchen gebracht und direkt im EM

beurteilt : die CF- Moleküle waren dabei immer einzeln verteilt ; Aggregate
traten nicht auf.

2 . Vergleich Meerschweinchen - Mensch:

Die Bindung von CF an die Epidermalzellkulturen vom Meerschweinchen wurde be¬

reits von Schüler et al (1981 ) detailliert beschrieben . In der vorliegenden

Arbeit wurden diese Studien ausgeweitet , indem M vom Albino - Meerschweinchen

mit einbezogen und ergänzende Studien angeschlossen wurden (vgl . Material und

Methoden 111 . 4 . ) .

Die Versuchsserien in den 3 verschiedenen Systemen (pigmentiertes und Albino-

Meerschweinchen , Mensch ) erbrachten ein klares Resultat : Epidermalzellen in

Kultur , sowohl M als auch K, zeigten unter allen gewählten Versuchsbedingungen

1 ) Teile dieser Resultate wurden bereits veröffentlicht : Romani et al ( 1983b)
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weitgehend id entische CF- Bindungsmuster . Die Befunde waren reproduzierbar.

Die im folgenden Punkt gegebene Beschreibung der CF- Bindung an humane M und

K gilt daher genauso gut für pigmentierte und Albino - Meerschweinchen.

3 . Vergleich  M - K:

Die verschiedenen Inkubationen mit den variablen Parametern Zeit und Tempera¬

tur lassen sich in 3 Gruppen beschreiben.

A. Die inhärente Verteilung  der negativen Oberflächenladungen wurde unter Be¬

dingungen stark reduzierter Membranbeweglichkeit studiert , d . h . in Kurzzeit-

und Tieftemperaturinkubationen . Epidermalzellen , 10 Sekunden lang bei 37 °C

mit oder ohne anschließendes Spülen mit Fixans oder 5 Minuten bei 4 °C inku¬

biert , ergaben ähnliche Muster:

- Die M waren "diffus einschichtig " gelabelt , d . h . sie waren von einer mono¬

molekularen Schicht von in regelmäßigen Abständen aufeinanderfolgenden

Ferritinmolekülen besetzt (Abb . 25a ) . Dieses Muster war eindeutig nur an

den Stellen zu sehen , wo das Plasmalemma genau quergeschnitten war , wo also

die trilaminäre Membranstruktur zu sehen war . An schräggeschnittenen Mem¬

branstellen entsteht der falsche Eindruck eines mehrschichtigen Labels.

Das Muster war in gleicher Weise auf den Membranen des Zelleibes und der

Dendriten zu finden . Auch in Bereichen des Kontakts mit K zeigte sich keine

Änderung . Eine Aufnahme des CF in die Zelle war nur in sehr geringem Ausmaß

zu bemerken : vereinzelte Invaginationen der Zellmembran und kleine CF ent¬

haltende Vesikel in unmittelbarer Membrannähe (Abb . 25a ) .

- Die K banden das CF in einem von den M drastisch abweichenden Muster . Die

Markermoleküle waren in kleinen globulären Aggregaten auf der Membran an¬

geordnet . Dazwischen war die Membran unmarkiert oder an wenigen Stellen

schwach unregelmäßig markiert (Abb . 25b ) . Die Aggregate waren alle unge¬

fähr gleich groß . Die Endozytose des CF war unbedeutend wie bei M.

B. Die CF -induzierte Umverteilung wurde unter Bedingungen studiert , welche

die volle Membranbeweglichkeit gewährleisteten , d . h . Inkubation über längere

Zeiträume (20 Minuten ) bei in vivo Temperatur (37 °C) .

- Die M exprimierten das gleiche Muster , wie bei IO Sekunden und bei 4 °C:

Zelleib und Dendriten (frei oder in Kontakt mit K) waren diffus einschich-
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tig , nicht unterbrochen gelabelt . Sowohl nach 5 Minuten (Abb . 26a ) , als
auch nach 20 Minuten (Abb . 27a ) Inkubation blieb das Muster bestehen . Nach

20 Minuten waren vereinzelte kurze Abschnitte der Membran zwei - oder drei¬

schichtig gelabelt . Nach 5 Minuten waren kleine runde , mit einer Lage von

CF- Partikeln ausgekleidete Bläschen ( "endocytic vesicles ") und kleine Grüb¬

chen und Einstülpungen der Membran ( "endocytic pits ") vor allem an den Zell¬

polen zu erkennen (Abb . 26c ) . Diese Grübchen und Bläschen waren zahlreicher

nach der 20 - minütigen Inkubation (Abb . 27a ) . Außerdem schienen sie in letz¬

terem Fall auch etwas tiefer in die Zellen einzudringen . Die Grübchen und

Bläschen waren an ihrer zytoplasmatischen Seite in der Regel nicht beschich¬

tet . Die entsprachen also nicht den sogenannten "coated vesicles " und

"coated pits ". Vereinzelt wurde CF auch in "coated vesicles " gefunden.

- Das Bindungsmuster der K war gegenüber den Kurzzeit - und Tieftemperaturin¬

kubationen deutlich verändert . Nach 5 Minuten waren die CF- Aggregate etwas

vergrößert und durch längere Strecken labelfreier Membran getrennt (Abb . 26b ) .

Nach 20 Minuten haben sich , getrennt von langen labelfreien Strecken , große

Cluster von CF gebildet , die zum Teil von der Membran abgelöst erschienen.

Es kam offensichtlich zu einer Abgabe des in den Clustern akkumulierten

Markermaterials in das umgebende Medium (Abb . 27b ) . Dieser Vorgang des

"shedding " erschien beim Meerschweinchen ausgeprägter zu sein als beim Men¬

schen . Die Aufnahme des CF in die Zellen erfolgte in wachsendem Ausmaß von

5 zu 20 Minuten . Die Form der Endozytose unterschied sich von der der M.

CF fand sich in größeren Vesikeln und nicht nur an die Vesikelwand gebunden,

sondern auch frei im Bläscheninneren gelagert (Abb . 27b ) . Die K nahmen also

ganze CF- Cluster auf . Nach 20 Minuten sah man CF- Aggregate in membranum¬

schlossenen Phagozytosevesikeln , die manchmal auch anderes Material , wie

z . B. Membranreste enthielten und dann als sekundäre Lysosomen aufgefaßt

werden könnten (Abb . 27b ) .

Die Ligandeninduzierte Umverteilung des CF ist in Figur 6 schematisch dar¬

gestellt .
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Fiq . 6:

Bindung des kationisierten Ferritins tCF ) an Melanozyten (oben ) und Keratino-

zyten (unten ) . Inhärente Verteilung des CF bei Tieftemperatur bzw . Kurzzeitin¬

kubation (links ) . CF- induzierte Umverteilung nach 20 - minütiger Inkubation bei

37 °C (rechts ) . Man beachte die Persistenz des CF- Musters auf M.

C . Zu  Vergleichszwecken wurden auch vorfixierte Kulturen mit CF inkubiert.

Es zeigte sich ein deutlicher Einfluß der Glutaraldehydfixierung auf das

Markierungsmuster . M zeigen auch hier das schon bekannte Verhalten . K unter¬

schieden sich zwar immer noch signifikant , aber nicht mehr so stark : die glo

bulären CF- Aggregate waren von kurzen Strecken , diffus einschichtig gefabel¬

ter Membran getrennt (Abb . 28 ) . Endozytose trat nicht auf.

4 . Verglei ch M - MZ:

Wie man aus dem breiten Spektrum der untersuchten Tumoren (Tab . 2 ) sieht,

wurden die verschiedensten Grade der Dedifferenzierung der Melanome unter¬

sucht . Es handelte sich also nicht nur um einen einfachen Vergleich zwischen

M und MZ, sondern auch um einen Vergleich der verschiedenen MZ untereinander
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Da von Melanomen oft nur sehr wenig Kulturen angelegt werden konnten , wurden
meistens nicht alle der im vorigen Punkt beschriebenen Versuchsansätze gemacht

Als "Minimalprogramm " wurden jedoch die Inkubationen 5 Minuten/37 °C und
5 Minuten/4 °C bei 16 von 17 Melanomkulturen durchgeführt . Bei einem Melanom

reichte es nur für den 5 Minuten/37 °C- Ansatz . Vorfixierte Kulturen (2 primäre
Melanome und 3 Metastasen ) ergaben analog den normalen M ein diffus einschich¬

tiges Muster.

7 von 10 untersuchten primären Melanomen wiesen das gleiche CF- Bindungsmuster

auf wie die normalen M: diffus einschichtiger CF- Label (Abb. 29a,c ) um die

ganze Zelle herum . 3 von 10 MZ- Kulturen jedoch wiesen ein abweichendes Ver¬

halten auf . Die einschichtige CF- Markierung war an vielen Stellen unterbrochen

vereinzelt traten auch kleine globuläre Aggregate auf (Abb. 29b,d ) . Das ge¬

störte Muster war um den ganzen Umfang der Zelle herum zu sehen . Diese abwei¬

chenden Kulturen stammten aus einer Lentigo maligna , einem Lentigo maligna

Melanom (lentiginöser Anteil ) sowie einem nodulären Melanom.

Die K, die in den Kulturen von LM, LMM und SSM Vorkommen, entsprachen dem
bereits beschriebenen K- Muster (Punkt 111 . 3 . ) .

Bei Melanommetastasen ergab sich das umgekehrte Verhältnis . 5 von 7 Metasta¬

sen boten ein gestörtes CF- Bindungsmuster dar . Die monomolekulare CF- Schicht

war wiederholt unterbrochen , Aggregate und kleine Cluster traten auf (Abb.

30c,d ) . Doch auch unter den Metastasen gab es noch das unversehrte M- Muster,
welches bis zu Inkubationen von 20 Minuten bei 37 °C hin erhalten blieb (Abb.

30a,c ) . Dies war bei 2 cutanen Metastasen der Fall . Alle der untersuchten

Lymphknotenmetastasen zeigten eine gestörte CF- Bindung.

In 3 von 10 primären Melanomen (davon 2 noduläre Melanome ) und 3 von 7 Meta¬
stasen kamen sowohl MZ mit diffus einschichtigem CF- Label , als auch mit zum

Teil unterbrochenem und aggregiertem Label nebeneinander vor . Mit morphologi¬

schen Parametern konnte das differenzielle Markierungsverhalten in nur 2 der
Fälle korreliert werden . Dabei handelte es sich um Kulturen von nodulären

Anteilen eines SSM. Die abweichenden Zellen konnten jedoch nicht mit Sicher¬

heit als melanozytäre Zellen identifiziert werden . Es fehlen ihnen eindeutige

Melanosomen der Reifungsstufen II , III und IV.
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Die verschiedenen , bei MZ auftretenden CF- Bindungsmuster sind in Figur 7

schematisch und in Tabelle 8 zahlenmäßig dargestellt.

A

B

C

D

Fig . 7;

Inhärente Bindungsmuster des kationisierten Ferritins (CF) an humane Melanom¬

zellen . Gleiches CF- Muster wie bei normalen Melanozyten (A) ; gestörte CF- Bin¬

dungsmuster (B,C,D ) .

5 . Ergänz e nde Experime nte:

Alle im Folgenden angeführten Experimente wurden nur an epidermalen Zellkul¬

turen von pigmentierten Meerschweinchen gemacht.

A. Zytoskelettbeeinflussende Substanzen:

Vorinkubation der Kulturen mit Colchizin , Cytochalasin B und Colcemid , sowie

kurzzeitige Abkühlung führte in keinem der Fälle zu einer Änderung der CF-

Bindung von M und K (Abb . 31 ) . M waren diffus einschichtig gelabelt , die K

hingegen in Form von globulären Kondensationen.
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Lentigo maligna 1/2

Lentigo maligna Melanom

(lentiginöser Anteil) 1/1

Superficial spreading melanoma 0/4

Superficial spreading melanoma

(nodulärer Anteil) 0/2
Noduläres Melanom 1/1

Summe der primären Melanome 3/10

Hautmetastasen 2/4

Lymphknotenmetastasen 3/3

Summe der Melanommetastasen 5/7

Tab . 8:

Labeling von Melanomzellkulturen mit kationisiertem Ferritin (CF) . Anzahl

der Melanome mit "gestörtem " CF- Bindungsmuster/Anzahl der untersuchten

Melanome.
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- Nach Colchizin - Behandlung waren keine Mikrotubuli mehr in den Zellen zu

sehen . Das Zentriol schien in Auflösung begriffen . Dagegen waren die Tono-

filamentbündel in K ungestört.

- Bei Cytochalasin B waren Mikrotubuli sichtbar . Der Einfluß auf die Mikro¬

filamente wurde nicht quantifiziert.
- Colcemid führte in den verwendeten Konzentrationen nicht zu einer im EM

erkennbaren perinukleären Ansammlung der intermediären Filamente . Die licht¬

mikroskopische Kontrolle der Zellen während der 24 - stündigen Inkubation

zeigte keine Veränderung der M- Morphologie.

B. Neuraminidasebehandlung:

Das Enzym zeigte eine deutliche Auswirkung auf die CF- Bindungsmuster von M

und K. Die Kontrollen , die ohne Neuraminidase 5 Minuten bei 4 °C inkubiert

wurden , boten das bekannte Bild (vgl . Resultate 111 . 3 . ) . Die Enzymvorbehand¬

lung führte sowohl bei dem für die Zellen optimalen pH 7,2 , als auch bei dem

für die Enzymaktivität optimalen pH 6,3 zu einer Reduzierung des CF- Labels

auf den Zelloberflächen beider Zelltypen . Die M sind größtenteils frei von

CF; nur noch wenige kleine Aggregate sind übrig (Abb . 32 ) . Auch die K sind

weitgehend ungelabelt.

Werden die Kulturen nach der Enzymverdauung mit Glutaraldehyd wie beschrieben

vorfixiert und anschließend mit CF inkubiert , so war die Reduktion bei M er¬

kennbar , aber nicht so ausgeprägt ; K hingegen erschienen unverändert.

C. "Pulse and chase "- Versuche:

Die nach der 5- minütigen CF- Inkubation bei 37 °C gespülten und fixierten Kon-

trollkulturen entsprachen dem beschriebenen CF- Muster für M und K.

Mit zunehmender Dauer der "chase "- Periode nahm die CF- Dichte auf der Zell¬

membran ab . Es fiel auf , daß dies bei K schneller der Fall war als bei M.

Nach 45 Minuten war die Mehrzahl der K- Membran bereits labelfrei , die M- Mem-

branen waren nach 2 Stunden noch gelabelt , wenn auch mehrfach unterbrochen.
- CF wurde von den M bereits in den 5 Minuten der CF- Inkubation in kleinen

Endozytosevesikeln aufgenommen . Diese fanden sich gehäuft an den Zellpolen.
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Die Vesikel waren innen von einer Schicht CF- Partikel ausgekleidet . Erst

nach 1 Stunde konnte man CF weiter im Zellinnern in größeren Vesikeln fin¬

den . Das Ausmaß der Endozytose blieb auch nach 2 Stunden relativ gering,

sodaß weite Teile der Zellmembran noch den ursprünglichen CF- Label trugen

(Abb . 33a ) .

- Bei K findet man das CF schon nach 20 Minuten in großen Vesikeln . Diese

waren manchmal auch mit anderem Material , wie z . B. Membranstücken , gefüllt.

In Einzelfällen beobachtete man Situationen , wo offensichtlich gerade klei¬

ne endozytotische Vesikel mit einem großen Vesikel verschmelzen . Auch in

Melanosomenkomplexen wurde CF angetroffen . Die Zellmembran der K ist nach

40 Minuten bereits ungelabelt . Die Elemente des Golgi - Apparates und des

endoplasmatischen Retikulums waren in den untersuchten Präparaten frei von

CF (Abb . 33b ) .


	I. Gewebekultur
	Seite 43
	Seite 44
	Seite 45
	Seite 46

	II. Lektine
	Seite 46
	Seite 47
	Seite 48
	Seite 49
	Seite 50
	Seite 51
	Seite 52
	Seite 53
	Seite 54
	Seite 55

	III. Kationisiertes Ferritin
	Seite 55
	Seite 56
	Seite 57
	Seite 58
	Seite 59
	Seite 60
	Seite 61
	Seite 62
	Seite 63


