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DISKUSSION

I. Lektine - strukturelle Aspekte:

Aus den Ergebnissen der Lektinexperimente kristallisieren sich 3 grundsé&tzliche
Befunde heraus.
1. Zwischen den Lektinbindungsprofilen der Epidermalzellen von Mensch und Meer-
schweinchen bestehen nur geringfiligige Unterschiede:
Nur das L-Fuc spezifische UEA I zeigte ein differenzielles Verhalten. Es

band an die Zelloberfldche wvon humanen, nicht aber von Meerschweinchen-K.

2. M und K besitzen beziiglich der D-Gal und GalNAc spezifische Lektine verschie-
dene Lektinbindungsprofile:

Diese Zuckerreste sind bei M, im Gegensatz zu K, von Sialinsdure maskiert.

3. Die Lektinbindungsprofile von normalen M und malignen MZ unterscheiden sich
nicht:
Diese Einheitlichkeit blieb sowchl iber das breite Spektrum der untersuchten
MZ als auch zwischen morphologisch unterschiedlichen Klonen einer Kultur ab-
solut konstant.

Das im Folgenden detailliert diskutierte Lektinbindungsmuster von M - MZ wird

durch 3 Eigenschaften charakterisiert:

1. Die Bindung der Lektine, die spezifisch fir D-Glc, D-Man, GlcNAc und Sialin-
sdure sind;

2. Keine Bindung des L-Fuc-spezifischen Lektins und

3. Maskierung der D-Gal- und GalNAc-Reste durch Sialinsdure.

Zu 1:

Die Bindung von ConA, Succ.ConA, LCA und PSA zeigt, daB D-Glc und/oder D-Man
auf den Zelloberflédchen der M/MZ und der K vorhanden ist. Mit den angewendeten
Methoden kann jedoch weder zwischen einer Bindung des Lektins ans D-Glec und D-
Man noch an Glykolipide oder an Glykoproteine unterschieden werden. Dennoch
werden die méglichen Bindungsstellen fir die Lektine auf dem Plasmalemma be-

schrieben, welche in summa die beobachteten Phanomene ergaben.
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D-Glc kommt in den meisten Membranglykolipiden vor. Der Zucker ist direkt an

das Lipid (N-acyl-Sphingosin = Ceramid) als erstes Glied der Oligosaccharidkette
gekoppelt. Die Kette wird durch wenige (Cerebrosid) oder mehrere (Gangliosid)
D-Gal-, GalNAc- und Sialinsduremolekiile verlangert und/oder verzweigt (Gahmberg

1981, Hakomori 198l1). In Glykoproteinen wird D-Glc nur selten gefunden (Sharon
und Lis 1982).

D-Man bildet zusammen mit GlcNAc die Kernstruktur aller N-glykosidisch mit ZAspa-
ragin verbundenen Kohlenhydratanteile von Membranglykoproteinen. Die Mannose-
molekiile kénnen mehr oder weniger verzweigte Ketten von gewdhnlich 6-12 Molekii-
len bilden. D-Man kann endstédndig sein oder aber die Kette wird von D-Gal, GalNAc,
GlcNAc und Sialinsdure verldngert (Gahmberg 1981, Sharon und Lis 1982). Die er-
wihnten Lektine vermdgen sowochl die intern in der Kette lokalisierten, als auch
die terminalen Zuckereinheiten zu erkennen (Goldstein und Hayes 1978). Membran-

glykolipide besitzen in der Regel kein D-Man (Hakomori 1981).

GlcNAc-Reste werden durch WGA und Succ.WGA angezeigt. WGA erkennt GlcNAc und
zusatzlich Sialinsdure (Bhavanandan und Katlic 1979); Succ.WGA hingegen ist aus-
schlieBlich flir GlcNAc spezifisch (Monsigny et al 1979b) .Beide Lektine binden
sowohl an interne als auch an terminale GlcNAc-Reste (Goldstein und Hayes 1978).
GlcNAc, N-glykosidisch mit Asparagin verbunden, baut zusammen mit einem weite-
ren Molekil-GlcNAc und 3 Molekiilen D-Man, wie bereits erwdhnt, das Pentasaccha-
rid (Kernstruktur) dieser Klasse von Membranglykoproteinen auf (Sharon und Lis
1982). Auch in anderen Klassen von Membranglykoproteinen und in Glykolipiden
(Hakomori 1981) kommt GlcNAc vor. Mit den meisten Polysacchariden der Proteo-
glykane reagiert WGA nicht. Lediglich von Keratan und Keratansulfat, bestehend
aus sechs- bis neunmal sich wiederholenden Gal-GlcNAc Einheiten, wurde Lektin-

bindung beschrieben (Carlsson et al 1976, Toda et al 198l1).

Die Stellung der GlcNAc-Molekile in den Oligosaccharidketten wurde mit Hilfe

von fein zwischen intern und terminal diskriminierenden, GlcNAc spezifischen
Lektinen bestimmt. Diese Versuche wurden nur im Humansystem durchgeflihrt. WGA
und Succ.WGA, spezifisch fir intern und terminal waren positiv. GSA II, spezifisch
fir terminales GlcNAc (Stanley et al 1979), war an M/MZ und K negativ. STA, vor-

wiegend spezifisch flir intern stehende GlcNAc (Goldstein und Hayes 1978) war an
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M/MZ und K schwach positiv. Daraus kann geschlossen werden, daf dieser Zucker

immer im Inneren einer Oligosaccharidkette lokalisiert ist.

Die Befunde mit den eben beschriebenen Lektinen stehen im Einklang mit Ergeb-
nissen aus Fluoreszenz-Lektinbindungsstudien an epidermalen Zellsuspensionen
vom Meerschweinchen: K und Langerhanszellen waren fir die genannten Lektine
reaktiv (Schuler et al 1983). Bestdtigend sind auch Befunde an Epidermalzellen,
die mit anderen Methoden, wie z.B. autoradiographisch (King et al 1980, Davies
und Trotter 1981), fluorimetrisch (Gommans und van den Hurk 1981), sowie fluo-
reszenzmikroskopisch an Gewebeschnitten (Holt et al 1979, Nemanic und Elias

1979, Nieland 1973) erhoben wurden.

M/MZ und K unterscheiden sich somit beziliglich der beschriebenen Lektine nicht
von der iliberwdltigenden Mehrzahl aller bisher untersuchten Zellen. Mdgliche
guantitative Unterschiede zwischen M und MZ, wie fiir andere normal/maligne
Zellsysteme beschrieben (Nicolson 1980), konnten mit den verwendeten Methoden

nicht festgestellt werden.

Zu 2:

L-Fuc kommt auf Sdugerzellen, in Glykoproteinen und Glykolipiden wvor (Sharon
und Lis 1982, Hakomori 1981). Es steht immer am Ende einer Oligosaccharidkette
oder einer Seitenkette davon (Gahmberg 1981). Die Proteoglykane der Glykokalyx

enthalten keine Fukose.

Das Fehlen von UEA I-bindenden Fukoseresten auf den K von Meerschweinchen stimmt
mit eigenen Befunden an epidermalen Zellsuspensionen von Meerschweinchen lber-
ein: K und Langerhanszellen waren fir UEA I negativ (Schuler et al 1983). Die
gleiche Eigenschaft zeigten auch eine Reihe weiterer Zelltypen, wie z.B. Thymo-—
zyten von der Maus (Fowlkes et al 1980), embryonale und adulte Pankreaszellen
von der Ratte (Maylié-Pfenninger und Jamieson 1979 und 1980) und eine Nieren-
zellinie vom Hamster (BHK-Zellen = baby hamster kidney cells) (Oppenheimer-Marks
und Grinell 1981). Eigene Beobachtungen an Kontrollkulturen wvon BHK-Zellen, hu-
manen und murinen Fibroblasten bestdtigen dies. Da Neuraminidasevorbehandlung

zu keiner Anderung des Bindungsmusters filhrte, kann eine Maskierung von L-Fuc

durch Sialinsaure ausgeschlossen werden. Die Aktivitdt der UEA I-Konjugate
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stellte sich in Kontrollexperimenten mit Erythrozyten der Blutgruppe 0 beziiglich
Agglutinationsfdhigkeit und Fluoreszenzstdrke als nicht beeintrachtigt heraus.
Daher koénnte das Fehlen der UEA I-Bindung an M und K vom Meerschweinchen, sowie
an M/MZ vom Menschen als Fehlen von L-Fuc auf der Zellmembran interpretiert
werden. Dagegen sprechen jedoch einige Arbeiten, die mit radioaktiven Markie-
rungsmethoden sehr wohl L-Fuc nachweisen konnten: Brysk und Snider (1982) fanden,
daB 125J—gelabeltes UEA I nicht an kultivierte Ratten-K band; wurden die glei-
chen Zellen jedoch in Gegenwart von L-(?H)-Fuc kultiviert, so wurde der radio-
aktive Zucker in die Zellmembran eingebaut. Letzteres Phadnomen wurde auch fir
Epidermalzellen vom Schwein beschrieben (King et al 1980). UEA I-Labeling an
Gefrierschnitten von Meerschweinchenepidermis zeigte deutliche Bindung in den
suprabasalen Schichten der Epidermis. Es ist somit wahrscheinlich, dafB L-Fuc-
Reste entweder in durch Lektinlabeling unentdeckbar geringen Mengen vorkommen
(Maylié-Pfenninger und Jamieson 1979, Oppenheimer-Marks und Grinnell 1981) oder,
daB sie durch benachbarte Oligo- oder Polysaccharidketten fir das Lektin unzu-
gdnglich werden (Goldstein und Hayes 1978). Die im Schnitt positiven suprabasa-
len Zellen (d.h. K und Langerhanszellen) treten im Gewebekultursystem nicht in
Erscheinung, weil in vitro nur die hdchst vitalen Zellen der Basalschichte an-
haften und wachsen (Chung et al 1982). Somit kénnte beim Meerschweinchen das

UEA I als Differenzierungsmerkmal zwischen basalen und suprabasalen K dienen,

Zhnlich wie es fiir die Rattenepidermis angedeutet wurde (Brabec et al 1980,

Zieske und Bernstein 1982).

An humanen K wurde L-Fuc mit verschiedenen Methoden nachgewiesen: Mann et al

(1980) zeigten, daB L-Fuc in allen lebenden Schichten der Epidermis, also auch
in der Basalschicht vorkommt. Gommans und Van den Hurk (1981) bestimmten L-Fuc
fluorimetrisch an Zellsuspensionen. Auf den Zelloberfldchen von krankhaft ver-

anderten K bei Psoriasis ist dieser Zucker deutlich vermindert (King et al 1981).

Das Fehlen von UEA I-Bindung an allen untersuchten melanozytdren Zellen ist im
Einklang mit Berichten von B 16 Mausmelanomzellen (Raz et al 1980a). Anderer-
seits konnte, wie bei K, mit Hilfe metabolischer Markierungsverfahren L-(*H)-Fuc
in den Zelloberfldchenmembranen von humanen M entdeckt werden (Mann et al 1980).

In allen anderen oben erwdhnten Studien wurden M nicht untersucht.
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Auf den Zelloberflachen melanozytdrer Zellen von Mensch und Meerschweinchen
konnte mit UEA I keine L-Fuc nachgewiesen werden. Dennoch ist die Gegenwart von
moglicherweise nur sehr geringen Mengen dieses Zuckers nicht auszuschliefen.
Daflir spricht auch, daB die auf allen kernhaltigen Zellen des Menschen, also

auch auf M, vorkommenden HLA-Antigene u.a. L-Fuc enthalten (Terhorst et al 1976,
parham et al 1977). Die Fucosereste sind offensichtlich durch andere Oligosaccha-

ridketten vor dem "Zugriff" des Lektins geschiitzt.

Zu 3:
Der wohl interessanteste Befund ist die offensichtliche Maskierung von D-Gal

und GalNAc-Resten auf den Zelloberfldchen von M/MZ.

An unbehandelte M/MZ band weder das filir die B-anomere Konfiguration des GalNAc-
spezifische Lektin SJA, noch die fiir das ol —anomere GalNAc-spezifischen Lektine
HPA und DBA. SBA, ebenfalls nicht bindend, erkennt sowochl die gf- als auch die
B-Form des GalNAc (Goldstein und Hayes 1978). Dieser Zucker kommt in Glykopro-
teinen hauptsichlich O-glykosidisch an Serin bzw. Threonin gebunden (Sharon und

Lis 1980) und in Glykolipiden innerhalb oder am Ende der Oligosaccharidkette

(Gahmberg 1981) vor.

Die D-Gal-spezifischen Lektine zeigten ein differenzierteres Bindungsverhalten.
GSA I und RCA I und II, spezifisch fiir béide Anomere der D-Gal banden an M/MZ.
Die Lektine binden bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich, terminale D-Gal-Reste
(Goldstein und Hayes 1978). Dagegen ist die Spezifitdt des PNA, eines der am
besten charakterisierten Lektine, sehr genau umschrieben: das Lektin erkennt
ausschlieflich terminale, nicht reduzierende B-D-Gal, vorzugsweise B-glykosi-
disch an GalNAc gebunden (Lotan et al 1975). B-D-Gal findet man haufig in allen
Xlassen von Membranglykoproteinen und -glykolipiden. Das Disaccharid (D-Gal-B1-
3GalNAc) wird vorwiegend in den O-glykosidisch gebundenen Glykoproteinen und in
den Gangliosiden angetroffen. Besonders in der letzteren Gruppe (Gahmberg 1981),
aber auch in Glykoproteinen werden D-Gal und GalNAc oft von Sialinsdure gefolgt
(Rauvala und Finne 1979). GSA I und die beiden Rizinus-Lektine vermdgen offen-
sichtlich auch die subterminal stehenden Zuckerreste zu binden. Das Fehlen von
PNA-Bindung an M/MZ kann nur als Fehlen von endstdndigen, frei fir das Lektin
zugdnglichen B-D-Gal-Resten interpretiert werden. K hingegen haben in Bezug auf

diese Gruppe von Oberfldchenzucker eine unterschiedliche Struktur ihres "carbo-

hydrate surface coat".
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Maskierungsphdnomen beispielsweise bei Makrophagen (Goldmann et al 1976), Neuro-
nen (Pfenninger und Maylié-Pfenninger 198l1), Pankreaszellen (Maylié-Pfenninger
und Jamiescn 1979 und 1980), Endothelzellen (Simionescu et al 1982) und an Ge-

websschnitten von menschlichen Skelettmuskeln (Pena et al 1981) nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigten die Lektinexperimente deutliche Unterschiede zwischen
M/MZ und K in der Architektur der Glykokalyx. Ob die Verschiedenheiten im Glyko-
lipid=-, Glykoprotein- oder Proteoglykananteil lokalisiert sind, konnte mit den
angewendeten Méthoden nicht geklart werden. Lektinlabeling nach Vorbehandlung
mit einer Palette von Enzymen kénnte viele noch offene Fragen beantworten. Pro-
teasen mit einer breiten Substratspezifitat, wie z.B. Papain oder Pronase, ver-
dauen den GroBteil der Membran(glyko)proteine. Die ewventuell noch vorhandene
Restmarkierung kann dann dem Lipidanteil zugeschrieben werden. Umgekehrt koénnen
die Lipide der Membran mit geeigneten Lo&sungsmitteln (Chloroform-Methanol) ex-
trahiert werden, sodaB ein Gerilist aus Membran(glyko)proteinen iibrig bleibt,
SchlieBlich kénnen mit Hilfe hochspezifischer Exo- und Endoglykosidasen (Galakto-
sidase, Fukoidase etc.) einerseits die Feinstruktur der Glykoprotein- und Glyko-
lipidanteile weiter erkundet werden, andererseits die langkettigen Proteoglykane
der Glykokalyx untersucht werden: verschiedene Chondroitinasen, Heparinase,
Heparitinase, Hyaluronidase, Glukuronidase u.a. spalten ganz bestimmte Stellen
der Proteoglykane. Je nach Verdnderung der Lektinmarkierung kann auf das Vorhan-
densein und die Struktur von Proteoglykanen geschlossen werden (Fritsch et al
1975) . Fir die Aussagekraft solcher Versuche ist jedoch entscheidend, daB die
verwendeten Glykosidasen frei von Proteasen sind, was bei den derzeit kommerziell
erhdltlichen Prdparaten nicht immer gewihrleistet ist (Simionescu et al 1981b).

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Fragestellung nicht weiter bearbeitet.

Der Vergleich der normalen M mit MZ erbrachte keine Unterschiede in der Lektin-
bindung. Das bedeutet nicht zwangsldufig das Fehlen von Verédnderungen der Glyko-
kalyx im Zuge der malignen Transformation. Kleine Veradnderungen, sowie Verschie-
bungen in den Proportionen einzelner Membrankomponenten konnten mit den verwen-
deten Methoden nicht erfaft werden. Die topographische Verteilung von Glykokon-
jugaten auf dem Plasmalemma, analog den Untersuchungen mit kationisiertem Ferri-
tin, kann mit enzymgekoppelten Lektinen nicht studiert werden (Williams 1977).
Dazu sind partikulédre Marker erforderlich, wie z.B. kollcidales Gold (Horisberger
1979) oder Ferritin (Nicolson und Singer 1974). Sie koénnen genau lokalisiert und

quantifiziert werden (Hixson et al 1979, Pfenninger und Maylié-Pfenninger 1981).
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In etlichen Vorversuchen getestete ConA-Ferritin und SBA-Ferritin Konjugate

waren Jjedesmal inaktiv. Deshalb wurden diese Experimente nicht weitergefihrt.

Trotz dieser Vorbehalte kann aber mit Sicherheit festgestellt werden, daB es im
Zuge der malignen Transformation zu keinen grofBen Verdnderungen in der Struktur

der Glykokalyx kommt. Die beobachteten Lektinbindungsmuster scheinen ein univer-

selles Kennzeichen melanozytdrer Zellen zu sein.

II. Kationisiertes Ferritin - strukturelle Aspekte:

Die Markierungsversuche mit CF erbrachten 2 grundsétzliche Befunde:

- M und K unterscheiden sich in der Verteilung und Umverteilung der negativ gela-
denen Zelloberfldchenkomponenten.

Diese waren bei M unter allen Versuchsbedingungen diffus lber die ganze Zell-
oberflache verteilt. Bei K lagen die anionischen Komponenten in Aggregaten
beisammen und verdnderten sich als Funktion von Zeit und Temperatur.

Im Gegensatz zu den Lektinstudien zeigten sich zwischen M und MZ ein Unter-
schied. MZ tendieren dazu, das auBergewdhnlich konstante CF-Bindungsmuster
ihrer normalen Vorfahren zu verlieren.

Die Bestimmung der elektrophoretischen Mobilit&dt ergab eine negative Nettoladung
an der Oberfliche aller bisher untersuchten Vertebratenzellen (Weiss 1969). Sie
setzt sich zu mehr als 90% aus negativ geladenen Komponenten zusammen (Mehrishi
1972). Der Rest sind positiv geladene Aminogruppen der Proteine und Aminozucker
(Burry und Wooed 1979). Als Tréger der negativen Ladung und damit als Bindungs-
stellen fir CF kommen mehrere Molekiilgruppen in Frage, in erster Linie die Sia-
linsduren der Glykoproteine und Ganglioside (Sherbet 1978, Lloyd 1975). Weitere
Bindungsstellen sind die Carboxylgruppen der Asparaginsédure und Glutaminsdure

von Membranproteinen (Weiss 1969), die Sulfate und Carboxylgruppen der Polysaccha-
ride der Glykokalyx (Simionescu et al 1981b) und mdglicherweise auch saure Phos-
pholipide (Burry und Wood 1979). Manche Zelltypen besitzen zusdtzlich noch auf
der Zelloberflache gebundene RNA (Mavhew und Weiss 1981). Fine Charakterisierung
der CF-Bindungsstellen auf M/MZ und K kann nur in groben Ziigen vorgenommen wey-
den. Neuraminidase-Vorbehandlung reduzierte den CF-Label auf M und K betracht-
lich. Daraus kann geschlossen werden, daB die anionischen Stellen zu grofen

Teilen Sialinsdure-hdltige Glykoproteine oder -lipide sind. Fritsch et al (1975)
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stellten die Glykokalyx von K mit Hilfe von Rutheniumrot (RR) dar. Dieser ultra-
strukturelle Marker erkennt, &hnlich wie CF, anionische Stellen auf der Zellmem-
bran (Luft 1971). Kultivierte Meerschweinchen-K besitzen eine Glykokalyx, die
durch Neuraminidase fast vollig entfernt wurde, analog den Resultaten dieser
Arbeit. Hyaluronidase fiihrte zu einer teilweisen Umlagerung der Glykokalyx, wadh-
rend Trypsin und Phospholipase C ohne Auswirkungen auf die RR-Markierung blieben.
Im Lichte einer moglichen Proteasekontamination der gegenwdrtig erhdltlichen
Glykosaminoglykan-degradierenden Enzyme (Simionescu et al 1981b) kann die Hyalu-
ronidasewirkung nicht schliissig interpretiert werden. Das Fehlen van Phospholi-
pase C-Wirkung deutet an, daB die von RR erkannten negativen Molekiilgruppen
hauptsédchlich auf Glykoproteinen und/oder Proteoglykanen lokalisiert sind. Zu-
sammenfassend kann somit festgestellt werden, daB die negativen Bindungsstellen
wahrscheinlich grofiteils Sialoglykoproteine sind. Ob und in welchem AusmaB die

Proteoglykane mitbeteiligt sind kann nicht entschieden werden.

Deutliche Unterschiede der Glykokalyces von Meerschweinchen M und K wurden erst-
mals von Schuler et al (1981) mit Rutheniumrot (RR) und CF nachgewiesen. Zhnlich
dem CF zeigten die RR-Ablagerungen auf K ein diffuses, etwas ausgefranstes
("fuzzy") Bild mit gleobulédren Anteilen, wdhrend M dlinn, bandartig diffus gela-

belt waren. Die CF-Muster entsprachen den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen.

Cbwohl das Hauptaugenmerk auf der Untersuchung viabler Zellen lag, wurden doch
einige Ansdtze mit vorfixierten K und M mitgefihrt. Die Vorfixierung schien das
CF-Muster der K zu "glatten", d.h. es dem M-Muster &hnlicher zu machen. Dieser
Einflufl der Glutaraldehydfixierung auf die Verteilung von Oberfldchenladungen
wurde mehrfach beschrieben (Marikovsky et al 1974, Skutelsky und Hardy 1976,
Burry und Wood 1979). Grinnell et al (1976) demonstrierten anschaulich einen
dahnlichen "Glattungseffekt" an kultivierten humanen Hautfibroblasten: kleine
CF-RAggregate getrennt durch Strecken Label-freier Plasmamembranen vor Glutaral-

dehydfixation; diffuse Verteilung des CF lber die gesamte Plasmamembran nach

Glutaraldehydfixation.

Das CF-Muster, das bei 4°C oder bei sehr kurzen Inkubaticnen gefunden wurde,

entspricht héchstwahrscheinlich der "inhdrenten" (Borysenko und Weoods 1979),

urspriinglichen Anordnung der negativen Oberflédchenladungen. Ein gewisses Ausmal
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an Umverteilung und Membranverdnderungen durch Phasenilibergdnge in der Lipid-
schicht kann bei der Abkiihlung der Zellen nicht v&llig ausgeschlossen werden
(E6chli und Hackenbrock 1976, Wunderlich et al 1978). Das diffus einschichtige
Muster der M und dessen Konstanz unter verschiedensten Versuchsbedingungen steht
im Gegensatz zu den meisten gleichartigen Untersuchungen bisher. Eine inhérente
Verteilung in Clusters und regelmdBig gelabelte Membranabschnitte, unterbrochen
von CF-freien Bereichen, wurde z.B. fiir BHK-Zellen (Grinnell et al 1975), humane

Hautfibroblasten (Grinnell et al 1976), Mausfibroblasten (Borysenko und Woods

1979) und Endothelzellen von Meerschweinchen (Skutelsky und Danon 1976) und Maus

(Simionescu 198la) beschrieben. Bei diesen Zellen und weiters bei Rattenlympho-
zyten und Hamsterfibroblasten (Marikovsky et al 1974), Mausmakrophagen (Skutels-
ky und Hardy 1976), Hepatomzellen wvon Ratten (Moller und Chang 1978, Leak 1982)
kommt es bei lédngeren Inkubationszeiten zu einer Umverteilung des CF in Form
von gréBeren Clustern, die endozytotisch aufgencmmen werden. Auch "shedding"

von CF wurde beobachtet. Diese Phdanomene wurden bei K nach 5 bzw. 20 Minuten
CF-Inkubation bei 37°C ebenfalls becbachtet. Somit entsprechen die K eher dem
allgemein vorherrschenden Muster, sowohl beziliglich der inhdrenten Verteilung

als auch beziglich der Umverteilung. Die M haben eine Sonderstellung inne.

Die Interaktion zwischen Plasmamembranen und dem Zytoskelett (Mikrotubuli, Mikro-
bzw. Actinfilamente, intermedidre Filamente) sind weitgehend unbekannt. Es gibt
jedoch Hinweise darauf, daB die laterale Beweglichkeit wvon Membranproteinen von

Elementen des Zytoskeletts behindert wird (Edidin 198l1). Die Zytoskelett-zer-

stérenden Substanzen Colchizin, Cytochalasin B und Colcemid schalten einen még-
lichen EinfluB dieser Strukturen auf das Plasmalemma aus. Das CF-Verteilungs-
muster auf M verédnderte sich nach Inkubation mit den 3 Substanzen nicht. Das
1Bt darauf schlieBen, daB die Immobilitdt der negativ geladenen Membrankompo-
nenten nicht zytoskelettbedingt ist. Mit der gleichen Methode wurde auch auf
anderen Zelltypen die Unabhangigkeit des CF-Musters vom Zytoskelett gezeigt

(Grinnell et al 1975, Borysenko und Woods 1979, Thyberg 1980).

Die Umverteilung der Markermolekilile wird durch Quervernetzen der negativen Mem-
brankomponenten durch das Polykation CF herbeigefihrt (Grinnell et al 1976,
Borysenko und Woods 1979, Skutelsky und Danon 1976). Ahnliche Umverteilungsphé-
nomene werden durch Antikérper (Taylor et al 1971) oder Lektine (Yahara und

Edelmann 1975) vermittelt. Die Dimension der Umverteilung kann als MaB fir die
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Membranfluiditat dienen. Nach dem Membranmodell won Singer und Nicolson (1972)
sind die Membranproteine sowie auch die Membranlipide in der Ebene der Membran
lateral beweglich (Edidin 1981). Aufgrund der prédsentierten Resultate scheinen
die M im Vergleich mit K eine niedrigere Membranfluiditédt, d.h. eine steifere

Zellmembran, zu besitzen.

Als Parameter flir die Membranfluiditdt kann die laterale Beweglichkeit von Mem-

branlipiden und/oder -proteinen mit Hilfe der "fluorescence photobleaching reco-

EEEIf-Technik (FPR) gemessen werden (Jacobson et al 1983, Edidin 1981, Gall und
Edelman 1981, Cherry 1979, Axelrod et al 1976). Dabei werden die Zellen in situ
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt, welcher entweder an Membranproteine
(z.B. FITC oder TRITC gekoppelte Antikérper) oder an Membranlipide (z.B. dil:
3,3'-Dioctadecylindocarbocyanin-jodid) bindet. Die Fluoreszenz wird auf einem
kleinen Fleck (Radius ca. 1lum) auf der Plasmamembran durch einen kurzen Blitz
eines enggebundelten Laserstrahles irreversibel ausgebleicht ("photobleaching").
Die Wiederherstellung der Fluoreszenz ("recovery") an dieser Stelle beruht daher
auf der lateralen Diffusion von ungebleichten Fluorophoren in den Fleck. Der
Zeitverlauf der "recovery" wird in einem Photomultiplier gemessen und es kénnen
laterale Diffusionskoeffizienten flr Membranlipide und/oder -proteine berechnet
werden. In einem Erkundungsexperiment wurde wversucht, mit dieser Technik die aus
den CF-Versuchen vermuteten Unterschiede der Membranfluiditdt zwischen M und K
zu bestédtigen. Die Experimente wurden im Hubrecht-Laboratorium der Kdniglich
Niederlandischen Akademie der Wissenschaften in Utrecht bei Dr. S. DeLaat durch-
gefihrt. Aus Grinden der leichteren Verflgbarkeit wurden Kulturen von schwarzen
Meerschweinchenohren verwendet. Die Zellen wurden mit dil (Lipide) und succiny-
liertem ConA (vorwiegend Proteine) gelabelt. Aus Zeitgrinden wurden nur mit der
Lipidprobe lé&ngere Messerien gemacht. Dabei ergab sich fiir die K ein Diffusions-
koeffizient D von 1,2x10_scm’/sec., der im selben Bereich wie fur die meisten
anderen Zellen liegt (Edidin 1981). M hingegen zeigten, entgegen allen Erwartun-
gen, eine stark erhéhte Lipidbeweglichkeit (D: 2,6xlo-8cm’/sac_). In einigen
Versuchen konnte im Mikroskop ein "Durchbrennen" der M-Membran an den Bleich-
stellen becbachtet werden. Das 14Bt darauf schlieBen, daB durch den Laserstrahl
die M-Membran geschadigt wird. Die Melanosomen absorbieren die Strahlungsenergie
und wandeln sie in Wdrmeenergie um. Dadurch kommt es zur lokalen Aufheizung
("Schmelzen") der Membran, was sich bei hoher Laserenergie als sichtbarer Scha-

den und bei niedriger Laserenergie als artifiziell erhohte laterale Lipidbeweg-
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lichkeit manifestierte. Auf dieses Problem wurde vereinzelt theoretisch hinge-
wiesen (Shinitzky und Henkart 1979, J. Schlessinger, persénliche Mitteilung),

es wurde jedoch nirgends beschrieben.

Weiterfiilhrende FPR-Untersuchungen am M-, K-System miBten an Kulturen von Tyrosi-
nase-negativen Albinomeerschweinchen oder von schwach pigmentierter humaner Haut
gemacht werden. Diese sensitive Technik kdénnte Fluiditdtsunterschiede zwischen M
und K und zwischen normalen und maligren M, wie von Eldridge et al (1980) fur
normale und transformierte Fibroblasten gezeigt wurde, aufdecken. Sogar Unter-
schiede zwischen funktionell differenzierten Teilen der Zelle (Zelleib, Dendri-
ten) kénnten erfaBt werden, analog den Studien von De Laat et al (1979 und 1980),

die an den auswachsenden Neuriten von Neuroblastomzellen eine erhéhte Membran-

fluiditdat nachweisen konnten.

III. Lektine und kationisiertes Ferritin:

1. Glykokalyx von Epidermalzellen:

Die frithen histochemischen Untersuchungen wurden an Hautschnitten durchge-
fihrt. Urspriinglich wurde mit der Perjodsdure-Schiff-Reaktion (PAS) positive
epidermale Interzellularsubstanz beschrieben (Wislocki et al 1951). Damit
war das Vorhandensein von Polysaccharidsubstanzen in den Zwischenzellr&umen
erstmals in Diskussion. Es folgten eine Reihe von histochemischen Versuchen
(Roe et al 196l1), welche die ursprilingliche Beobachtung bestédrkten. Braun-Falco
und Weber (1958) wiesen histochemisch und biochemisch in der Epidermis Hexo-
samin (GlcNAc), Hexosen und Uronsduren nach - das Baumaterial der sauren Mu-
copolysaccharide. Die erste elektronenmikroskopische Demonstration des inter-
zelluldren "Zements" stammte von Komura und Ofuji (1967): Phosphorwolfram-
sdure farbt nach alleiniger Glutaraldehydfixierung bevorzugt die Polysaccha-
ridsubstanzen zwischen den Zellen an. Mercer et al (1968) verwendete eine
Perjodsdure-Silber-Methode zur Sichtbarmachung der Polysaccharide auf Zell-
oberfldchen im Elektronenmikroskop. Es war jedoch noch nicht klar, ob die
Interzellularrdume der Epidermis- durch den "Zement" verschlossen sind, oder

ob sie ein leeres, lakundres System bilden.

Wolff und Schreiner (1968 und 1970) machten die entscheidenden Experimente

zur Beantwortung dieser Fragen. Mit Lanthan (Revel und Karnovsky 1967) als
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spezifischem Marker fir die Interzellularrdume und Rutheniumrot (Luft 1971)
fir die Glykokalyx konnten sie zeigen, daB der bisher postulierte interzellu-
lidre "Zement" aus den wverschmolzenen Glykokalices von nebeneinanderliegenden
Zellen besteht. Dieses Polysaccharidgeriist ist jedoch durchlassig, wie die

Lanthan-Fdrbung der Interzellularspalte und selbst der Desmosomen bewies.

Fritsch et al (1975) fihrten die ersten Zelloberfldchenstudien in Zellkultur
durch. Auch in vitro besitzen die Epidermalzellen eine ausgeprédgte Glykokalyx,
die sich mit Rutheniumrot anfédrbte. Der Rutheniumrot-Label war durch Neura-
minidase fast wv&llig, durch Hyaluronidase nur teilweise und durch Phospholi-
pase C lberhaupt nicht entfernbar. Die kultivierten Zellen waren in der Lage,
die enzymatisch abgespaltene Glykokalyx innerhalb von 24 Stunden wieder véllig

Zu regenerieren.

Schuler et al (1981) fihrten CF und die Lektine (ConA, WGA) als Oberfldchen-
marker bei kultivierten Epidermalzellen ein. Diese 2 Marker wurden in der
vorliegenden Arbeit in einem breiten Spektrum von Versuchsansidtzen zur weite-
ren Charakterisierung der Epidermalzellen eingesetzt. Es dnderte sich, im Ge-
gensatz zu den friheren Untersuchungen, auch der Blickwinkel: erm&églicht durch
die Verbesserung der Kulturmethoden wurde den melanozytaren Zellen das Haupt-

augenmerk geschenkt.

Unter Einbeziehung der eben geschilderten Daten kristallisiert sich folgendes

Bild der melanczytaren Glykokalyx heraus:

- Thre Struktur scheint nicht artspezifisch zu sein.

- Sie wird durch 2 Eigenschaften charakterisiert, welche sie grundlegend von
K und vielen anderen Zelltypen unterscheiden: zum einen durch die Maskierung
der D-Gal- und GalNAc-Reste durch Sialinsdure und zum anderen durch die
diffus einschichtige Verteilung der negativ geladenen Membrankomponenten.

- Das Fehlen von Umverteilung des kationisierten Ferritins 1&Bt fir die M
eine auBergewdhnlich niedrige Membranfluiditat vermuten.

- Die Oligosaccharidketten der Glykoproteine und Ganglioside sind in hohem

MaBe sialisiert.
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lber die proportionale Bedeutung von Glykolipiden, Glykoproteinen und Proteo-

glykanen beim Aufbau der Glykokalyx kann keine Aussage getroffen werden.

Vergleich M - K: Funktionelle Aspekte:

Das Phanomen des Pigmenttransfers in der Haut der Sduger wurde auf licht- und
elektronenmikroskopischer Ebene in vitro und in vivo bereits eingehend stu-
diert (Cruickshank 1964, Cochen und Szabd 1968, Klaus 1969, Wolff und Konrad
1972, Wolff et al 1974, Prunieras et al 1976). Es wurden 3 Hypothesen liber
den zelluldren Mechanismus aufgestellt (vgl. Einleitung III.2.). Es erscheint
als wahrscheinlich, daB die Zellmembranen von M und K miteinander fusionieren
und so einen Kanal bilden, durch welchen die Melanosomen in die K Ubertreten
kénnen (Garcia et al 1979). Andere Variationen des Pigmenttransfers k&nnen

jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Voraussetzung fir den Pigmenttransfer ist in diesem Fall eine unmittelbare
Kontaktaufnahme zwischen M und K. Uber die molekulare Basis dieses Vorganges
ist nichts bekannt., In anderen Zellsystemen gibt es jedoch schon zahlreiche
Hinweise darauf, daB der Kohlenhydratanteil des Plasmalemmas fir die inter-
zelluldre Erkennung verantwortlich ist (Olden et al 1982). Leberzellen be-
sitzen an ihren Zelloberflidchen Rezeptoren fir D-Gal und GalNAc (Ashwell und
Harford 1982). Mit deren Hilfe kénnen sie (vor allem die Hepatozyten) sowochl
desialisierte Glykokonjugate des Plasmas binden und aufnehmen, als auch (vor
allem die Kupffer-Zellen) desialisierte seneszente und/oder pathoclogische
Zellen erkennen, binden und in weiterer Folge phagozytieren (Kolb et al 1979).
Zhnliche Erkennungssysteme wurden bei dexr zelluldren Interaktion zwischen den
Wurzelhaaren von Leguminosen mit ihren symbiontischen Rhizobien und filir Kon-
taktvorgiange bei Schleimpilzen diskutiert (Barondes 198l1). Die genannten Bei-
spiele funktionieren nach dem "Schlissel-SchloB-Prinzip" (vgl. Einleitung II.
3. und Fig. 3). Ein Membranglykokonjugat auf dem einen Zellpartner wird von
einem "Membranlektin" (Monsigny 1979a,Simpson et al 1978) auf dem anderen
Zellpartner gebunden und/oder umgekehrt. Diesen Mechanismus kénnte man sich

auch fir den Zellkontakt zwischen M und K vorstellen.

Direkte Hinweise auf Membranlektine bei M oder K fehlen. Jedoch wurde auf

der Zellmembran von MZ ein Galaktose-spezifisches Membranlektin gefunden
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(Raz und Lotan 1981), dessen Funktion noch unbekannt ist. Aus den Ergebnissen
dieser Arbeit kénnen keine Schlissel-Schlofi-Mechanismen postuliert werden.
Dennoch kénnen einige Beobachtungen spekulativ in diese Richtung interpretiert

werden und somit als Grundlage fiir eine weiterfiihrende Versuchsplanung dienen.

Im Elektronenmikroskop zeigten sich an Stellen des unmittelbaren Kontaktes
(Dendriten und Zelleib) zu den K die M fiar SBA und PNA reaktiv. Der Rest der
Zelle war negativ. Man kann daraus schlieBend, daB M im Kontaktbereich D-Gal
und GalNAc exprimieren. Die Aufdeckung von Gal- und GalNAc-Resten wird durch
eine Abnahme der Sialinsdure erreicht. Diese, auf den Kontaktbereich beschriank-
te Abnahme der Sialinsdure-bedingten "anti-adhdsiven" Eigenschaften der Zell-
membran (Lloyd 1975) kénnte den Zellkontakt erleichtern oder ermdglichen. In
einer rezenten Mitteilung beschreiben Wallis et al (1982), daB auf der pra-
synaptischen Membran die Dichte der RCA I und II-Bindungsstellen gegeniiber
der librigen Nervenzellmembran erhdht ist. An embryonalen, sprossenden Axonen
machten Pfenninger und Maylié-Pfenninger (1981) eine &hnliche Becbachtung:
die Autoren glauben, daB die im .(kinftigen) Kontaktbereich verstarkt auftre-
tenden D-Gal- und GalNAc-Glykokonjugate die wahrscheinlichsten Partner einer
Schliissel-SchloB-Interaktion mit der Zielzelle seien. Eine Interpretation des
Befundes an M als Diffusionsartefakt kann nicht v6llig ausgeschlossen werden.
HRP-Reaktionsprodukt kann fiber kurze Strecken hinweg diffundieren (Williams
1977, Novikoff et al 1972). Eine Kl&rung kdénnte durch eine Markierung mit
partikularen Markern, d.h. mit Ferritin- oder Gold-gekoppelten Lektinen er-
reicht werden, so wie in den beiden oben erwihnten Arbeiten. Diffusionsarte-
fakte kommen bei diesen Methoden nicht vor. In Verbindung mit Replikatechni-
ken kodnnte so die Verteilung der Lektinrezeptoren in Aufsicht auf die Zell-
oberfldche studiert werden (Mannweiler et al 1982). Versuche mit SBA-Ferritin

waren erfolglos, da alle verwendeten Konjugate inaktiv waren.

Ruch die unterschiedliche Verteilung der Oberfldchenladungen auf M und K
scheint fir die Interaktionen beim Pigmenttransfer bedeutungsvoll zu sein.
Da alle Zellen eine negative Gesamtladung tragen (Weiss 1969), ist zu erwar-
ten, daB es bei der gegenseitigen Anndherung zweilier Zellen zu elektrostati-
scher AbstoBung kommt. Es wurde jedoch gezeigt, daB nicht die Gesamtladung,
sondern die &rtliche Ladungsverteilung auf der Zelloberfldche entscheidend
ist (Maslow und Harlos 1981, Weiss und Harlos 1972). Der Abstofung wirken -

entfernungsabhdngig - die Van der Waals'schen und London'schen Anziehungs-
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krafte entgegen (Sherbet 1978). Das biophysikalische Geschehen bei der Anndhe-
rung zweier Zellen ist also recht komplex. Die K besitzen groBe Strecken der
Membran, die frei von negativer Ladung sind. Im Zusammenspiel mit der relativ
guten Lateralbeweglichkeit von Membrankomponenten wird der Kontakt mit M mit
Sicherheit erleichtert und méglicherweise auch reguliert. Ein "Kontaktphdnomen",
so wie flir SBA und PNA an M beschrieben, wurde beim CF nicht beobachtet. Das

typische CF-Muster der M blieb auch im unmittelbaren Kontaktbereich unveradndert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere der Lektinexperimente bilden die
Grundlage flr weiterfihrende Studien: mit Hilfe wvon "glykosylierten Markern"
(Kieda et al 1977) und "Neoglykoproteinen" (Lee et al 1976), das sind an HRP,
Ferritin, BSA, BSA-FITC u.a. gekoppelte Zucker, wird versucht, zuckerbindende
Proteine (=Membranlektine, "lectin-like-receptors") in den Plasmamembranen

von M, K oder Langerhanszellen aufzuspiiren. Angesichts sich hdufender Berichte
tUber Membranlektine erscheint dieses Vorhaben sehr interessant (Kieda et al
1979, Baenziger und Fiete 1980, Decker 1980, Koszinowski und Kramer 1981, Raz
und Lotan 1981, Shepherd et al 1981, Stahl und Gordon 1982, Wall und Hubbard
1981, Weir et al 1982, Jungery et al 1983).

Vergleich M - MZ: Funktionelle Aspekte:

Die Lektin-Labeling-Experimente brachten keine Unterschiede zwischen normalen
und malignen M zutage. Das kann bedeuten, daB die Glykokalyx beider Zelltypen
identisch aufgebaut ist, und es zu keinen Tumor-spezifischen Ver&anderungen
der Zelloberflidche kommt. Andererseits wdren solche Verdnderungen durchaus

mit den présentierten Ergebnissen vereinbar. Die Versuche mit FITC-, TRITC-
und HRP-gekoppelten Lektinen konnten nicht quantitativ ausgewertet werden.
Deshalb fallen mégliche feine Unterschiede oder Ver&nderungen der Proportionen
von Bausteinen der Glykokalyx nicht auf. Mit Sicherheit jedoch geschehen bei
der malignen Transformation von M keine groBen Umschichtungen in der Zusammen-
setzung des Kohlehydratanteils. Diese Aussage wird dadurch bekraftigt, daB

die Identitdt der Lektinbindungsmuster in einigen Fdllen an normalen M und

malignen MZ vom selben Patienten im selben Experiment beobachtet wurde.

Mit radiocaktiver Oberflichenmarkierung stellten Lloyd et al (1979) und Albino
et al (1981) ebenfalls ein Maskierungsphdnomen fest: humane MZ konnten mit

Galaktoseoxidase- (*H) -Borohydrid nur nach vorhergehender Neuraminidasebehand-
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lung gelabelt werden. Darin unterschieden sich die Melanomzellen von zahlrei-
chen anderen untersuchten neoplastischen Zellen, sogar von den ontogenetisch
nahestehenden Astrozytomen (Gliazelltumoren). Die Vermutung der Autoren, daB
das Phdnomen melanomspezifisch sein kénnte, ist nicht richtig. Es scheint im

Gegenteil ein universeller Marker fiir melanoczytare Zellen 2zu sein.

Eines der bestuntersuchten Modellsysteme der Tumorforschung ist das B-16
Mausmelanom. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, wo hauptsidchlich normale

M mit MZ verglichen werden, werden dort MZ mit unterschiedlichen Metastasie-
rungspotential (Fidler et al 1978) wverglichen. Die Maskierung und die Neura-
minidase-bedingte Aufdeckung von SBA-Bindungsstellen wurde beschrieben {(Raz
et al 1980a). Auch die oben erwédhnte Galaktose-(®H)-Borohydrid-Methode fiihrte
nur nach vorausgehender Neuraminidasebehandlung zu einer Markierung von Mem-

branglykokonjugaten (Warren et al 1978, Yogeeswaran et al 1978, Raz et al 1980a).

Die Studien an MZ, sowie an verschiedenen anderen Tumorzellen zeigten in vivo
immer eine Zunahme der Sialinsdure auf Zelloberfldchenglykckonjugaten. In
vitro ist diese Korrelation nicht so eindeutig (Yogeeswaran 1980, Yogeeswaran
und Salk 1981). Ein hoherer Sialisierungsgrad von Glykockonjugaten kann anti-
gene Determinanten maskieren. Damit kénnten die Tumorzellen dem Zugriff des
Immunsystems entzogen werden (Yogeeswaran 1980). Ebenso kdnnen die Adhdsions-
eigenschaften von Tumorzellen verdndert werden: Fogel et al (1983) zeigten,
daf schwach metastasierende, PNA- und SBA-positive Zellvarianten eines T-Zell-
Lymphoms gut am Plastiksubstrat des Kulturgefdfies hafteten, im Gegensatz dazu
aber die stark metastasierenden, erst nach Neuraminidasevorbehandlung PNA-

und SBA-positiven Zellvarianten, nicht adhérierten.

Der hohe Sialisierungsgrad der MZ-Oberflédchen, ausgedriickt durch die Maskie-
rung der PNA-, SBA- und HPA-Rezeptoren (=D-Gal- und GalNAc-Reste), stimmt so-
mit mit den Berichten in der Literatur lberein. Ob jedoch die Menge der Sia-
lins&ure gegentiber den auch schon hoch sialisierten nornalen M erhéht ist,
konnte mit den verwendeten Methoden nicht bestimmt werden. Die Befunde deuten

aber eher darauf hin, daB die quantitativen Unterschiede gering sind.

Ebenso haben die qualitativen Differenzen, die zwischen M und MZ mit CF-ge-

funden wurden, funktionelle Bedeutung. Da einerseits bekannt ist, daB die
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Sialinsduren den gr&Bten Teil der negativen Zelloberflédchenladungen stellen
(Sherbet 1978), und andererseits Neuraminidasevorbehandlung den CF-Label auf
M weitgehend entfernte, kénnen die CF-Bindungsmuster hauptsachlich den Sialin-
sauren der Glykoproteine und -lipide zugeschrieben werden. Das diffus ein-
schichtige CF-Bindungsmuster, welches sich bei M als nahezu unverédnderlich
herausgestellt hatte, wurde in manchen MZ durchbrochen. Darin spiegelt sich
das abnorme Verhalten der Tumorzellen wider. Wie bereits im wvorigen Punkt
diskutiert, wird die Zell-Zell-Adhdsion von der Ladungsverteilung auf der
Zelloberflache moduliert (Sherbet 1978). Das Adhdsionsvermdgen wird von den
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Zellen und dem Substrat mit-
beeinfluft (Sugimoto 1981, Grinnell und Hays 1978). Raz et al (1980b) haben
an vorfixierten murinen B-16 MZ CF-Markierungsexperimente durchgeflhrt: die
Zellvarianten mit relativ geringer Metastasierungskapazitdt zeigten Uber wei-
te Strecken ein dhnliches Muster wie in dieser Arbeit fir M beschrieben, so-
wie eine geringe Neigung zur homotypischen Aggregation. Hohe Metastasierungs-
kapazitdt hingegen war mit dem gehauften Auftreten von CF-Clustern und einer
starken homotypischen Aggregationsneigung korreliert. Untersuchungen an nor-
malen/maligne transformierten Zellpaaren zeigten eine niedrigere Dichte der
negativen Bindungsstellen auf malignen Lymphozyten und Fibroblasten (Marikovsky
et al 1974). Pauli et al (1982) fanden auf normalen Epithelialzellen der Harn-
blase in Kultur ein gleichmafiges CF-Bindungsmuster. Die malignen Blasenkar-
zinomzellen dagegen wiesen freie Membranstrecken zwischen CF-Aggregaten auf.
Eine Auflockerung der anionischen Stellen kénnte die Adhdsion an das Substrat
erleichtern. Diese Eigenschaft ist fiir die Invasion der Tumorzellen ins um-
liegende Gewebe und die Bildung von Metastasen von entscheidender Bedeutung

(Nicolson 1982, Fidler et al 1978).

Innerhalb der untersuchten MZ-Kulturen, die ein gestdrtes CF-Bindungsmuster
zeigten, fanden sich in einigen Fdllen sowohl Zellen mit verdnderter CF-Bin-
dung, als auch solche mit dem urspriinglichen M-Muster. Diese Heterogenitat

ist Ausdruck dafir, daB in einem malignen Gewebe Zellklone mit unterschiedli-
chen Eigenschaften (Morphologie, Stoffwechsel, Antigenitdt, Wachstumsverhal-
ten, Zelloberflicheneigenschaften u.a.) vorkommen (Dexter und Calabresi 1982,
Nicolson 1982, Fidler et al 1978, Albino et al 1981). Neben der klonalen Hete-
rogenitdt innerhalb eines Tumors wurden auch Unterschiede zwischen verschiede-

nen Zellinien oder Primdrkulturen von Melanomen bezlglich der Muster der



Oberflachenproteine (Roberts 1978), sowie des Adhdsionsverhaltens (Hakim 1981)
demonstriert. Es ist deshalb nicht verwunderlich, daB die verschiedenen MZ-
Kulturen verschiedene CF-Muster aufwiesen. Umgekehrt wird dadurch deutlich,
daf die Maskierung von D-Gal und GalNAc, d.h. die hohe Sialisierung ein unge-

wéhnlich stabiles Merkmal melanozytdrer Zellen zu sein scheint.

Die flir die Lektinexperimente verwendeten Methoden waren nicht geeignet, ge-
ringe quantitative oder qualitative Unterschiede zwischen M und MZ zu erfas-
sen. Mit Agglutinationstechniken, radioaktiv markierten Lektinen, Rosettie-
rungstechniken u.a. wurden zahlreiche Veraﬁderungen der Glykokalyx von neo-
plastischen Zellen beschrieben. Dabei ergaben sich einige Befunde, die auf

die meisten der untersuchten Zelltypen zutrafen, wie z.B. die leichtere Agglu-
tinierbarkeit von Tumorzellen durch Lektine, das verstdrkte Auftreten fukose-
hadltiger Glykoproteine oder die unvollkommene Ausbildung von Oligosaccharid-
ketten (zusammengefaBt in Nicolson 1980). Dennoch zeichnet sich kein einheit-
liches Bild tumorspezifischer Zelloberflichenverdnderungen ab: "Es scheint
also keine einfache Beziehung zwischen Malignitdt und gewissen Lektinrezepto-
ren auf Tumorzellen zu bestehen, was recht einleuchtend ist, wenn man die
Diversitdt der Zelloberflichenkomponenten bedenkt, die in den einzelnen zellu-

laren Systemen gefunden wurden" (Nicolson 1982),

Die Untersuchungen am malignen Melanom konnten bisher nur im Vergleich mit
anderen Zelltypen oder mit anderen Melanomen bewertet werden. In der vorlie-
genden Arbeit wurden erstmals MZ direkt mit normalen M verglichen. Die Tat-
sache, daB ein relativ unspezifischer Marker, wie das CF, Unterschiede zwi-
schen normalen und malignen Zellen aufspliren konnte, rechtfertigt die Unter-
suchung von Zelloberfldchen mit solchen Methoden, auch in einer Zeit, wo mit
monoklonalen Antikérpern ein viel feineres Instrumentarium zur Verfligung steht.
Damit kénnen einzelne Glykoproteine (Brown et al 1981, Imai et al 1982), Glyko-
lipide (Yek et al 1982) oder Proteoglykane (Bumol und Reisfeld 1982) der Gly-
kokalyx herausgegriffen und untersucht werden. Zahlreiche Gruppen besché&ftigen
sich mit der "Kartierung" der Antigene auf den Oberflichen von humanen MZ
(vgl. Second Workshop on monoclonal antibodies to melanoma, NIH-NCI, 1982 in:
Hybridoma 1:379-482, 1982). Die "Suche nach der Spezifitat" (0l1d 1981) der
intigene fiir die neoplastischen MZ wird immer noch durch das Fehlen von ge-

eigneten Vergleichsméglichkeiten mit normalen M behindert. Solange die Ge-
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winnung von M in groBien Mengen nicht mdglich ist, bietet einzig das in dieser
Arbeit verwendete zytochemische Untersuchungssystem die Gelegenheit, die ver-
schiedenen Antigene auf ihre Melanomspezifitdt hin zu iberpriifen. Nach der
beschriebenen Erkundung der Zelloberfldche mit Lektinen und kationisiertem
Ferritin beginnt nun die vergleichende Erforschung der Feinstruktur der M/MZ-

Oberflédchen mit monoklonalen Antikérpern.
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