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Formation of Giant Cells in Oral Squamous Cell Carcinoma
during Bleomycin Treatment
Enzymehistochemical, Electronmicroscopic and Ultrahistochemical Investigations

Summary. During treatment of keratinizing squamous cell carcinomas with bleomyein
tumor cells are devitalized by keratinization, while simple necrosis plays a minor role. Con-
nected with this process is a marked resorptive granulomatous inflammation with numerous
macrophages which is followed by a fibrous organization. In the border region of the kerati-
nized tumor areas many multinucleated giant cells appear. The nature of these giant cells
was the subject of controversy.

Enzyme histochemical, electronmicroscopic, and ultrahistochemical investigations in three
cases of advanced squamous cell carcinoma of the oral cavity prove that the giant cells which
are formed during bleomyecin treatment are not multinucleated tumor cells, but multinucleated
macrophages.

The enzymatic pattern is similar to macrophages with a high content of acid phosphatase
and aminopeptidase.

The ultrastructure of the giant cells is characterized by lysosomes with acid phosphatase
activity, pinocytotic vesicles, and cytoplasmic projections on the cell surface with signs of
macroendocytosis. The tumor cells show an epithelial differentiation with desmosomes,
tonofibrils, and keratohyaline granula.

The giant cells are formed by fusion of mononucleated (monocytogenic) macrophages.
The fusions seem to be related to the functional status of the cells. It is possible, that the
macrophages and the giant cells have an additional immunologic function. This is suggested
by the frequent association of giant cells with lymphocytes.

The importance of these facts for the evaluation of the action of bleomycin and the
consequences for its therapeutic use are discussed. A combination with methods causing
a dedifferentiation of the tumor or suppression of the immunologic defense seems to be
problematic.

Key words: Oral carcinoma — Squamous cell carcinoma — Cytostatic therapy — Bleo-
mycin — Macrophages — Giant cells.

Zusammenfassung. Bei Bleomycin-Therapie von verhornenden Plattenepithelcarcinomen
werden diese unter zunehmender Verhornung devitalisiert, wihrend einfache Tumornekrosen
eine geringere Rolle spielen. Dabei findet sich eine ausgedehnte resorptive, granulomatdse
Entziindung mit Makrophagen und schlieflich eine bindegewebige Organisation. Im Rand-
bereich der verhornenden Tumorareale treten zahlreiche mehrkernige Riesenzellen auf. Die
Natur dieser Riesenzellen war bisher umstritten.

* Mit freundlicher Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Die enzymhistochemischen, elektronenmikroskopischen und ultrahistochemischen Unter-
suchungen an 3 Fillen mit fortgeschrittenen Carcinomen der Mundhéhle zeigen, da die unter
der Bleomycinbehandlung auftretenden Riesenzellen keine Tumorriesenzellen, sondern durch
Verschmelzung von einkernigen (monocytogenen) Makrophagen entstehende mehrkernige
Makrophagen sind. Dabei ergeben sich Hinweise fiir eine funktionelle Genese der Riesenzellen.
Eine zusétzliche immunologische Funktion der Makrophagen und der Riesenzellen ist méglich
und wird durch die haufige Assoziation von Riesenzellen mit Lymphocyten nahegelegt.

Die Bedeutung dieser Tatsache fiir eine Bewertung der Bleomycinwirkung und fiir den
therapeutischen Einsatz des Bleomycins wird diskutiert.

Einleitung

Bleomyein (BLM) ist ein antitumoral brauchbares Antibioticum, welches sich
als besonders wirksam gegen Plattenepithelcarcinome erwiesen hat (Ubersicht:
Umezawa ef al., 1967; Umezawa, 1973, 1974). Die Wirkung nimmt mit dem
Reifegrad zu (Fettig ef al., 1971). Sie wird durch eine Anreicherung von BLM
in den Zellen dieser Tumoren erklart (Suzuki ef al., 1974). BLM-inaktivierende
Enzyme sind in Plattenepithelcarcinomen erniedrigt (Umezawa, 1974).

Burkhardt und Héltje (1975) untersuchten 7 Fille mit fortgeschrittenen oralen
Plattenepithelcarcinomen nach BLM-Perfusion autoptisch und bioptisch, wobei
in 5 Fillen lokal kein vitales Tumorgewebe mehr nachweisbar war. Sie zeigten
anhand dieser Fille, dall der BLM-Wirkung ein charakteristisches, histologisches
Bild zugrundeliegt. Der Tumor wird iber eine Verhornung devitalisiert, wahrend
einfache Tumornekrosen eine geringere Rolle spielen (vgl. auch Hornova und
Bilder, 1974). Eine Wirkung des BLM auf die Maturation der Tumorzellen ist
offengichtlich [Renault u. Mitarb. (1972) sprechen von ,,hypermaturation kérati-
nienne‘]. Im Sinne der klassischen allgemeinen Pathologie handelt es sich um
eine durch das BLM induzierte Prosoplasie des Tumorgewebes, wobei die iiber-
schieflende Differenzierung zu einer Devitalisierung fithrt (vgl. Schwalbe, 1911).
Diese besondere Reaktionsform des Tumors ist bei Kombination der BLM-Thera-
pie mit anderen Cytostatica oder einer Bestrahlung nur gering ausgeprégt oder
fehlt (Hornova und Bilder, 1974). Hierbei tritt haufiger eine Entdifferenzierung
des Tumors auf. Burkhardt und Holtje (1975) glauben, dafi die spezifische Wir-
kung des BLM auf Plattenepithelcarcinome auch durch die nur diesem Tumor
mogliche Keratinisierung erklirt wird. Dabei findet sich eine ausgedehnte, resorp-
tive, granulomatdse Entziindung und anschlieend eine bindegewebige Organi-
sation (Vernarbung) mit Reepithelialisierung des Tumorareals. Bei dieser Tumor-
resorption treten zahlreiche, mehrkernige Riesenzellen vorwiegend im Randbereich
der verhornten Areale auf (Renault ei al., 1972; Hornova und Bilder, 1974;
Burkhardt und Holtje, 1975).

Im Folgenden wird tiber die histologischen, enzymhistochemischen, elektronen-
optischen und ultrahistochemischen Untersuchungen an drei mit BLM perfun-
dierten, oralen Plattenepithelcarcinomen berichtet. Diese Untersuchungen wurden
durchgefiihrt, um die Entstehung und Natur der Riesenzellen zu klaren.

Material und Methoden
Die Uuntersuchungen wurden an operativ entnommenen Biopsien von 3 Pa-
tienten mit fortgeschrittenen Carcinomen der Mundhoéhle nach BLM-Perfusion
durchgefiihrt. Vor Therapiebeginn wurde die Diagnose jeweils histologisch ge-
sichert.
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a) Kasuistik

Fall 1 (F.F., 87 Jahre, weibl.). 6 X4 cm groBes, flichenhaft wachsendes, zentral exulce-
riertes, gering verhornendes Plattenepithelcarcinom im hinteren Anteil des rechten Sulcus
glosso-alveolaris mit Ausbreitung auf die rechte Pharynxwand und den rechten weichen
Gaumen ohne tastbare submandibulire Lymphknoten (T3NoM,), rechtsseitige intraarterielle
Perfusion mit insgesamt 420 mg BLM innerbalb von 40 Tagen. Nach Abschiuf der Perfusion
nahezu vollstindige Rickbildung und Epithelialisierung des ehemaligen fldchenhaften Tumor-
areals bis auf eine 0,5 cm grofle schiisselférmige, ulcerése Einziehung am rechten Zungenrand
mit zirkuldrer Induration. Aus diesem Areal wird eine Probeexcision vorgenommen.

Bereits vor der BLM-Therapie enthielt der Tumor stark entdifferenzierte Areale mit
Tumornekrosen. In der Biopsie nach der Behandlung (J.-Nr.16225/75) findet sich noch
ausgedehntes Carcinomgewebe, wobei die entdifferenzierten Anteile iiberwiegen. Nur ver-
ejnzelt liegen dazwischen verhornende Tumorzellverbinde mit entzimdlicher Reaktion und
Riesenzellbildung. Die Umgebung ist vernarbt.

Fall 2 (L. 8., 55 Jahre, weibl.). 4 X4 cm groBes exulceriertes, verhornendes Plattenepithel-
carcinom des Planum buccale links mit anfgeworfenem Randwall und gleichseitig submandi-
bulir tastbaren, derben, verschieblichen Lymphknoten (T,N;M,).

Linksseitige intraarterielle Perfusion mit insgesamt 465 mg BLM innerhalb von 46 Tagen.
Nach Behandlungsende totale Remission des Primértumors mit Epithelialisierung und stern-
férmiger, zentraler, weiller Narbe. Submandibuldr kein fortbestehender Lymphknoten.

16 Tage nach letzter BLM-Gabe Wangeninnenschichtresektion und suprahyoidale Driisen-
ausrdumung links.

Die Untersuchung des Resektionspraparates (J.-Nr. 15613/75) zeigt an nmschriebener
Stelle dicht unter dem Epithel noch geringes Tumorrestgewebe mit Verhornungstendenz.
Eine Enddifferenzierung ist nicht erkennbar. Die Umgebung ist fibrosiert. Im Bindegewebe
finden gich unzihlige Riesenzellgranulome (Abb.1a und b). Vercinzelt sind im Zentrum
noch Hornreste nachweisbar, meist ist aber offensichtlich bereits eine weitgehende Abriumung
erfolgt. Dann liegen nur noch hesonders grofle, gigantire Riesenzellen im Bindegewebe. Sie
sind umgeben von zahlreichen Histiocyten (Makrophagen), Mastzellen und Lymphocyten
(Abb. 2a). Lymphknotenmetastasen sind nicht nachweisbar.

Faoll 3 (H. 8., 55 Jahre, mannl.). 4 X4 em groBes, exophytisch wachsendes, breit ulceriertes
verhornendes Plattenepithelcarcinom in den hinteren Anteilen der rechten Wange (T,N M,).
Rechtsseitige intraarterielle Perfusion mit insgesamt 510 mg BLM innerhalb von 51 Tagen.
Darunter klinisch totale Tumorremission und Vernarbung des Tumorareals. Im Anschlufl
an die Perfusion ausgedehnte Excision des ehemaligen Tumorareals.

Die histologische Untersuchung (J.-Nr. 19996/75) zeigt eine Vernarbung des Tumorareals
mit dichtem, kollagenen Fasergewebe. Darin liegen verstreut resorptiv-entziindliche Infiltrate
mit Histiocyten, Liymphocyten und Plasmazellen. An mehreren Stellen finden sich als Reste
des Tumors kleine, mit Keratin gefiilllte Pseudocysten. Vitale Tumorzellrandsiume fehlen.
Diese Areale werden von Fasergewebe mit entziindlichen Infiltraten umschlossen. Ganz
vereinzelt finden sich am Rande auch hier mehrkernige Riesenzellenl.

b) Methode

An Gefrierschnitten wurden lichtmikroskopisch folgende Enzymaktivititen dargestellt?:
Saure Phosphatase (Substrat: Na-o-Naphthylphosphat; Serva, Heidelberg; nach Barka
und Anderson, 1962); Alkalische Phosphatase (Substrat: Na-a-Naphthyiphosphat; Serva,
Heidelberg; nach Pearse, 1968); Unspezifische Esterase (Substrat: Na-o-Naphthylacetat;
Serva, Heidelberg ; nach Davis, 1959); Naphthol-AS-D-Chloracetatesterase (Substrat: Naphthol-
AS-D-Chloracetat; Serva, Heidelberg; nach Lillie, 1965); Leucin-Aminopeptidase (LAP; Sub-

1 In diesem Falle kamen neben den mit den Tumorresten assoziierten Riesenzellen in der
tiefen Wangenmuskulatur mehrkernige Riesenzellen vor, welche vom histologischen und
elektronenmikroskopischen Bild her als degenerativ verinderte Muskelzellen anzusprechen
sind. Auf sie wird im Folgenden nicht eingegangen.

2 Fur die Beratung bei der Durchfithrung der enzymhistochemischen Untersuchungen und
die Kontrolle der Nachweise danken die Autoren Herrn Prof. Dr. H.-J. Stutte und Herrn
Dr. E. Schliiter, Pathologisches Institut der Universitit Kiel.
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strat: L-Leucyl-Naphthylamid; Serva, Heidelberg; Fast Blue B; Gurr, London; nach Nach-
las et al., 1957a); Adenosintriphosphatase (ATP’ase; Substrat: Adenosin-5’-Triphosphat, Na.-
Salz; Serva, Heidelberg; nach Wachstein und Meisel, 1957); Peroxydase (Substrat: Benzidine;
Merck, Darmstadt; nach DeRobertis und Grasso, 1946); Cyiochromoxydase (Substrat:
o-Naphthol AS; Fluka, Buchs/Schweiz, 4- Amino-Biphenylamin; Fluka; nach Burstone, 1959);
Succinodehydrogenase (Substrat: Bernsteinsiure, Na,-Salz; Serva, Heidelberg; nach Nach-
las et al., 1957b); Phosphorylase (Substrat: 2-D-Glucose-1-Phosphat, Na,-Salz; Serva, Heidel-
berg; nach Sasaki und Takeuchi, 1963).

Die Reaktionen wurden durch Leerproben (nach Enzymblockade) und Reaktionen an
bekannten Geweben (Pankreas der Maus und Muskelgewebe) kontrolliert. AuBlerdem wurden
noch ein unbehandeltes orales Plattenepithelcarcinom (45 Jahre alte Patientin, J.-Nr. 19428/75)
und ein orales Plattenepithelcarcinom nach kombinierter BLM-Methotrexate Therapie ohne
Riesenzellbildung (64 Jahre alter Patient, J.-Nr.21210/75) als Kontrollen untersucht, um
therapiebedingte Alteration des Enzymmusters der Tumorzellen auszuschlieBen.

Die eleltronenmikroskopischen Proben wurden nach der von Luft (1971a, b) ausgearbeite-
ten Methode pripariert. Die Rutheniumrot-Impragnation wurde gewéhlt, um eine gute
Membrandarstellung zu erhalten (Anfarbung der Intercellularsubstanzen) und um insbeson-
dere die Phagolysosomen (sekundire Lysosomen) zu markieren (vgl. Chambers, 1973). Es
folgte eine Dehydration in ublicher Weise und die Einbettung in Epon 812. Zunéchst wurden
Semidimnschnitte angefertigt und mit Toluidinblau angefirbt. Kontrastierung der Fein-
schnitte erfolgte mit Uranylacetat. Mikroskopiert wurde am Zeiss Elektronenmikroskop
Em 9 S-2. Die Schnitte wurden teils unkontrastiert, teils kontrastiert durchgemustert. Der
ultrahistochemische Nachweis von saurer Phosphatase wurde nach der Methode von Komiyama
(1974) modifiziert nach Pearse (1968) durchgefithrt. Als Substrat wurde f-Glycerophosphat
verwandt. Die Reaktion wurde bei einem pH von 5,8 durchgefithrt. Die saure Phosphatase-
aktivitit stellte sich durch Pracipitate von Bleiphosphat dar, das sich als Ergebnis der Hydro-
Iyse von f-Glycerophosphat in Gegenwart von Blei-Ionen (Bleiacetat) bildet.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Enzymnachweise sind in Tabelle 1
aufgefithrt. Die Nachweise von saurer Phosphataseaktivitit und Leucin-Amino-
peptidaseaktivitdt an Riesenzellen sind in Abb. 1 dargestellt. Bei der sauren

Tabelle 1. Ergebnisse der enzymbhistochemischen Nachweise am Tumorgewebe und an den

Riesenzellen im Vergleich zum Enzymmuster der Monocyten (nach Leder, 1967, und Shoham

et al., 1974) und zu den in Makrophagen vorkommenden Enzymen (nach Carr, 1973, und
Shoham et al., 1974)

Tumorzellen Riesenzellen Monocyten Makrophagen
Saure Phosphatase +/— A+ ++ 4
Alkalische Phosphatase — — — —
Unspez. Esterase o 4 A4 +
Naphthol-AS-D-Chlor- (+)/— + (+)/— +/~
acetatesterase

Leucin-Aminopeptidase — 44 4+ +
Adenosintriphosphatase = — (-+) (+) +
Peroxidase — — (+)/— -
Cytochromoxidase — — (+) +
SDH — — +
Phosphorylase — — —
Aktivititen: + = positiv; —=negativ; (+)=schwach positiv; + -4 = stark positiv;

+/— = unterschiedlich, teils positiv, teils negativ.
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Tabelle 2. Elektronenoptisch nachweisbare Zelldifferenzierung von Tumorzellen und Riesen-

zellen

Tumorzellen

Mehrkernige Riesenzellen Einkernige
Makrophagen

Zell-
membran

Cyto-
plasma

Orga-

nellen

Kern

glatt, nur vereinzelte

dichte fingerformige und  wie Riesenzellen

Verzahnungen, zahlreiche tentakelartige Cytoplasma-

kurze Desmosomen
(Rutheniumrot-positiv)

spérlich,
Tonofibrillenbiindel

wenig Mitochondrien,
sparliches endoplas-

ausldufer mit saurer
Phosphatase-Aktivitat,
Interdigitationen mit
einkernigen Makrophagen
(Riesenzellbildung ?)

an Orten erhohter Phago-
cytose, groBiflichige
Membrankontakte mit
kleinen Lymphoeyten
(immunologische Inter-
aktion ?), zahlreiche In-
vaginationen mit Horn-
lamellen, Zelldetritus
und Keratinresten,

keine Desmosomen

reichlich, wie Riesenzellen
keine Tonoftbrillen

zahlreiche Mitochondrien, wie Riesenzellen,
gut entwickeltes rauhes  aber gréfBere, stark

matisches Reticulum, endoplasmatisches polymorphe Lysosomen
Golgifelder nicht sicher ~ Reticulum, Golgifelder und zahlreiche
nachweisbar, nachweisbar, Pinocytosevesikel
zahlreiche freie Ribo- zahlreiche Lysosomen (Zeichen erhohter
somen und Polyribosomen, in verschiedenen Ent- Alktivitit)

vereinzelte Lysosomen,
in einigen Zellen poly-

morphe Keratohyalin-

granula

pleomorph, grof, meist
ovalér dichte Nucleolen,
pleomorph, Mehrfach-

wicklungsstadien (unter-
schiedliche GroBe, Form
und Inhalt; sekundire
Lysosomen mit Ruthe-
niumrot-positivem
Material) hiufig mit

gut nachweisbarer saurer
Phosophatase-Aktivitit,
Pinocytosevesikel

nur geringe Grolen- wie Riesenzellen
schwankungen, meist
ovalir, vereinzelt tiefe

anschnitte, Kernchromatin Einkerbungen, lockere

diffus, locker,

keine Chromatin-
kondensate, Caryolemm
mit deutlichen Poren

Nueleolen, lockeres
Caryoplasma, gut dar-
stellbares Caryolemm

Phosphatase war auffillig, daB die Reaktion in den Riesenzellen unterschiedlich
intensiv ausfielen.

Im Semidiinnschnitt zeigen die Tumorzellen — besonders deutlich im Fall 2 —
desmosomale Zellverbindungen, die an das Bild der Stachelzellschicht des Platten-
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Abb. 3 a—ec. Morphologie der Tumorzellen. a) Hochdifferenzierte Tumorzellen mit zahlrei-

chen Tonofibrillen und Desmosomen (Fall 2, 6600<). (b) Niedrig differenzierte Tumorzellen

mit glatten dicht aneinanderliegenden Zellmembranen und Desmosomen (Fall1, 5600X}.
(c) Tumorzelle mit Tonofibrillen und Desmosomen (Pfeile; Tall 1, 16100 X)
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Abb. 4, Montage ejner Riesenzelle aus mehreren Einzelaufnahmen. Unzihlige sehr kleine
Lysosomen im Cytoplasma. Fingerférmige Cytoplasmaprojektionen an der Oberfliche. Assozia-
tion mit zwei einkernigen Makrophagen (M; und M,). Membrankontakt zu einem kleinen
Lymphocyten (Ly). M = einkerniger Makrophage in der Umgebung. D= Detritus. K= Ke-
ratinfragmente. Unten rechts zweikernige Riesenzelle mit wenigen groBeren Lysosomen und
Assoziation mit einem weiteren Makrophagen (). Fall 2, unkontrastiert, 2400 x

B E
i S

epithels erinnern. Die mehrkernigen Riesenzellen lassen derartige Verbindungen
vermissen. Sie liegen mit grofien cytoplasmarcichen Zelleibern meist in kleinen
Gruppen um Areale mit Keratinresten (Abb. 2a). Einige zeigen eine dichte Gra-
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Abb. 5 a—c. Zelloberfliche der Riesenzelle. (a) Tentakelartige Cytoplasmaprojektionen. Im

Cytoplasma Lysosomen und Pinocytosevesikel (P). 17250 % . (b) Invagination des Cytoplasmas

mit Zelldetritus und Keratinfragmenten (Makroendocytose). Im Cytoplasma rauhes endo-

plasmatisches Reticulum und ein konfluiertes Pinocytosevesikel (P). 7300 %. (¢) Nachweis von

saurer Phosphatascaktivitit an der Zelloberfliche. Feinkérniger Bleiniederschlag. Unkon-
trastierter Schnitt, 11900 X
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nulierung und sind kleiner, die peripher gelegenen Riesenzellen sind oft sehr viel
groBer und besitzen ein schwach angefdrbtes Cytoplasma mit nur vereinzelten
Granula. In der Umgebung liegen zahlreiche einkernige Makrophagen mit dichten
Granula und Vacuolen, daneben einzelne Mastzellen und Lymphocyten (Abb. 2a).

Die Tabelle 2 stellt die elektronenmikroskopischen Beobachtungen an Tumor-
zellen und Riesenzellen gegeniiber. Es lassen sich an der Mehrzahl der Tumor-
zellen (Fall 2 alle untersuchten Tumorzellen, im stirker anaplastischen Tumor
von Fall 1 in den meisten Tumorzellen) glatt aneinander liegende Zellmembranen
mit zahlreichen deutlich rutheniumrotmarkierten Desmosomen nachweisen
(Abb. 3). Nur vereinzelt sind die Zellmembranen miteinander verzahnt. Das Cyto-
plasma ist orgunellenarm und enthélt unterschiedlich viele Biindel von Tono-
fibrillen (Abb. 3¢). Im Fall 1 finden sich nicht in allen Tumorzellen Tonofibrillen.
Tumorzellen mit Verhornungstendenz enthalten unterschiedlich viele, z.T. sehr
grobe und polymorphe Keratohyalingranula (Fall 3). Die Zellkerne sind besonders
im Fall 1 sehr unterschiedlich in der GréBe, die Nucleolen sind groB und dicht,
teilweise mehrfach angeschnitten.

Die Riesenzellen besitzen demgegeniiber eine Zellmembran mit unzéhligen
teils fingerartigen, teils tentakelformigen Cytoplasmaprojektionen (Abb. 4, 5, 6a).
In tiefen Buchten der Zellmembran findet sich Zelldetritus, besonders Ribosomen
und Keratinfragmente (Abb. 5b). Diese Invaginationen miissen als Makroendo-
cytose aufgefaBBt werden. Desmosomale Zellverbindungen fehlen. Das Cytoplasma
der Riesenzellen ist organellenreich (Abb. 4 und 6). Es finden sich zahlreiche
Mitochondrien, ein prominentes rauhes endoplasmatisches Reticulum (Abb. 5b
und 6a) sowie unterschiedlich viele elektronendichte, membranbegrenzte Korper,
zum Teil mit deutlicher Halobildung am Rande (Abb. 6a und b). Sie sind unter-
schiedlich groB und verschieden geformt. Im Inneren der Zelle sind sie meist
klein, rund und mit deutlicher Halobildung (Abb. 6b), im Randbereich grofBer
und unregelmifig gestaltet (Abb. 6a). Diese Kérper entsprechen morphologisch
Lysosomen (Cohn und Fedorko, 1969 ; Daems et al., 1969). Der Inhalt ist strahlen-
dicht und offensichtlich selektiv Rutheniumrot markiert.

Bei der wltrahistochemischen Darstellung der sauren Phosphataseaktivitit fin-
den sich selektfiv in den Lysosomen feingranuldre Bleiniederschldge (positiver
Ausfall der Reaktion, Abb. 6¢). Neben der intracellulir nachweisbaren Aktivitit
der sauren Phosphatase findet sich extracellulire Aktivitdt, die deutlich an der
duBeren Membran der Makrophagen und Riesenzellen lokalisiert ist. In der Nihe
der Zellmembranen liegen aufler den Lysosomen auch Pinocytosevesikel unter-
schiedlicher Gréfe (Abb. 5a und b, 6a).

Die Riesenzellen besitzen zahlreiche Kerne. Diese sind gleichmaBig grof und
enthalten ein lockeres, homogenes Chromatin und prominente Nucleolen. Im
Vergleich zu den Tumorzellen sind diese weniger strahlendicht. Ein Teil der
Kerne zeigt tiefe Einkerbungen. Kernteilungsfiguren fehlen.

Interessant ist die Beobachtung, dafl sich an einigen Riesenzellen eine oder
auch mehrere assoziierte einkernige Makrophagen finden (Abb.2b, 4 wnd 7).
Die Zellen stehen iiber zahlreiche dichte und tiefe Membran-Interdigitationen
miteinander in engem Kontakt. Bei diesen Interdigitationen ergibt sich haufig
der Eindruck, da Membranfusionen stattfinden, zumal an diesen Stellen keine
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Abb. 6 a—c. Die Lysosomen der Riesenzellen. (a) Peripheres Cytoplasma einer Riesenzelle

mit mehreren groBen, sekundiren, Rutheniumrot-positiven Lysosomen und gut entwickel-

tem rauhen endoplasmatischen Reticulum. 6800 X . (b) Kleine, primére Lysosomen im Innern

der Zelle mit deutlicher Halobildung. M Mitochondrion. 47250 X . (¢) Nachweis von saurer

Phosphataseaktivitiit in den Lysosomen. Feinkérniger Bleiniederschlag. Unkontrastierter
Schnitt, 6590 X
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Abb. 7 a und b. (a) Assoziation eines einkernigen Makrophagen mit einer Riesenzelle (N Kern-
anschnitte). Zahlreiche Interdigitationen, zum Teil unscharfe Abgrenzungen. Ko Kollagen-
fibrillen. 8300 X . (b) Interdigitationen mit noch gut erhaltenen Membranen. 8500 X

mit Rutheniumrot anfarbbare Glykokalyx nachweisbar ist. Derartige Zellfusionen
finden sich auffalligerweise immer an Orten einer gesteigerten Phagocytose (Abb.4)

An anderen Stellen stehen die Riesenzellen mit kleinen Liymphocyten in engem
Kontakt, vereinzelt sind diese von Riesenzellen umschlossen und zeigen grof3-
flichige Membrankontakte (Abb. 4).

Diskussion

In allen 3 Fallen konnten die von Burkhardt und Héltje (1975) als typisch
nach BLM-Therapie beschriebenen Verdnderungen am Tumor beobachtet werden.
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Die Tumorzellen werden iiber eine Verhornung devitalisiert. Im Fall 3 bilden
sich die typischen keratingefiillten Pseudocysten.

In allen 3 Fallen fanden sich Riesenzellen, teils im Randbereich von verhorn-
ten Tumorarealen, teils in kleinen Granulomen zusammenliegend. Wéhrend in
den Fillen 1 und 3 nur wenige Riesenzellen im untersuchten Material nachweisbar
waren, fanden sich im Falle 2 zahlreiche und zellreiche Riesenzellgranulome mit
noch nachweisbaren Keratinlamellen oder -fragmenten im Zentrum.

Verschiedene Autoren (Liibbe ef al., 1975; Pape et al., 1975) haben die Riesen-
zellen nach BLM-Therapie als Tumorriesenzellen gedeutet. Allerdings wird auch
von ihnen als Besonderheit hervorgehoben, dall diese meist peripher liegen und
verhdltnisméfig uniforme Kerne zeigen. Liibbe u. Mitarb. (1975) sprechen von
,frither Randreaktion der Tumorzellen. Wir hatten aufgrund unserer systema-
tischen lichtmikroskopischen Beobachtungen (Burkhardt und Holtje, 1975) den
Eindruck, daB es sich eher um phagocytierende Riesenzellen (vom Fremdkérper-
typ) handelt.

@) Enzymbistochemie

Die Gegeniiberstellung der Enzymmuster von Tumorzellen und Riesenzellen
{Tabelle 1) ergibt bereits deutliche Unterschiede. Besonders charakteristisch fiir
die Riesenzellen ist die hohe saure Phosphatase- und Leucin-Aminopeptidase-
Aktivitat (Abb. 1). Das Enzymmuster der Riesenzellen ahnelt damit den Makro-
phagen, bzw. den monocytoiden Zellen (Leder, 1967; Carr, 1973; Shoham et al.,
1974). Die beobachteten Differenzen erklaren sich durch die Anpassung des
Enzymmusters an variable Funktionszustdnde der phagocytierenden Zellen
(Carr, 1973).

Die Tumorzellen weisen demgegeniiber nur spérliche und inkonstante Aktivitdten aufe
Differenzen zwischen den BLM-behandelten Tumoren und den unbehandelten, bzw. kombi-
niert behandelten Tumoren bestanden nicht. Saure Phosphatase-Aktivitdt findet sich nur
in Tumorzellen mit fortgeschrittener Verhornung, niemals in unverhornten Zellen (wie es
Tumorriesenzellen wiren). Plattenepithelcarcinome verhalten sich somit &hnlich wie das
normale Plattenepithel (vgl. Olson und Nordquist, 1966; Susi, 1968; Squier und Waterhouse,
1970).

Die Bedeutung und das Vorhandensein von Leucin-Aminopeptidase in Tumoren ist um-
stritten. Mohr (1967) wies an Ehrlich-Carcinomen der Maus und menschlichen Mamma- und
Rectumcarcinomen eine starke LAP-Aktivitit im Bereich der Destruktionszone nach. Willig-
hagen (1973) betont den negativen Ausfall des LAP-Nachweises in Plattenepithelcarcinomen,
Okamoto u. Mitarb. (1963) fanden in 34 oralen Plattenepithelcarcinomen keine LAP-Aktivitit
in Tumorzellen, sondern nur im umgebenden Stroma. Sie sehen darin eine Reaktion auf das
invasive Wachstum und keinen Teilmechanismus der Tumorinvasion. Die von uns unter-
suchten Carcinome besitzen ebenfalls keine LAP-Aktivitdt, diese findet sich nur in den Makro-
phagen und Riesenzellen. Die fehlende SDH-Aktivitit in Tumorzellen steht in Uberein-
stimmung mit den Befunden von Mori ef al. (1964), Shklar (1966) und Cabrini (1973).

b) Elektronenmikroskopie; Zelldifferenzierung von Riesenzellen
und Tumorzellen
Die wichtigsten Argumente fiir eine Einordnung der Riesenzellen als Makro-
phagen liefert insbesondere die elektronenmikroskopische Untersuchung (Ta-
belle 2).
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Schon im Semidiinnschnitt weisen diese Zellen deutlich cytoplasmatische
Granula auf, die sich im elektronenmikroskopischen Bild als primére und sekun-
dére Lysosomen zeigen (Abb. 2 und 6). Der Nachweis von saurer Phosphatase-
Aktivitét in diesen Granula gilt als Beweis, daf} es sich tatsichlich um Lysosomen
und nicht um andere dhnliche cytoplasmatische Korper — z.B. Keratohyalin-
granula [diese besitzen keine Membranbegrenzung und weisen keine saure Phos-
phatase-Aktivitat auf (Squier und Waterhouse, 1970; Ugel, 1969)] — handelt
{Daems et al., 1969). Die Morphologie allein ist zwar charakteristisch, aber nicht
,,spezifisch. AuBlerdem finden sich submembrandse Pinocytosevesikel, charakte-
ristische Cytoplasmaausstiilpungen, und eine Makroendocytose von Zelldetritus
mit Keratinfragmenten (Abb. 5, 6). Elektronenoptisch kann saure Phosphatase-
Aktivitdt auBer in den Lysosomen auch an den dulleren Zellmembranen nach-
gewiesen werden (Abb. 5¢). Letzteres ist als morphologischer Ausdruck einer
Abgabe des Enzyms in das Inferstitium zu werten. Diese Befunde beweisen eine
lebhafte Phagocytose der Riesenzellen, zumindest in bestimmten Stadien ihrer
Entwicklung.

Hinweise fiir eine derartige Aktivitat fehlen in den Tumorzellen. Auch die
Kernstruktur und -form, sowie der Gehalt an Organellen ist deutlich different
und spricht insgesamt fiir eine grundsétzlich andere Differenzierung der Riesen-
zellen. Im Gegensatz zu den Tumorzellen besitzen die Riesenzellen keine Merk-
male einer epithelialen Differenzierung (Desmosomen, Tonofibrillen, Kerato-
hyalingranula; Abb. 3, Tabelle 2).

c¢) Beobachtungen zur Qenese und Funkiion der Riesenzellen

Dariiber hinaus geben die elektronenmikroskopischen Beobachtungen Hin-
weise zur Entstehung und funktionellen Dynamik der Riesenzellen.

Offensichtlich ist die Entstehung der Riesenzellen funktionsbedingt (funktio-
nelle Genese). Sie entstehen im Gegensatz zur Tumorriesenzelle nicht durch Kern-
teilungen ohne nachfolgende Zellteilungen, sondern durch Assoziation und Fusion
von Makrophagen (Abb.2b, 4 und 7; Carr, 1973). Entsprechend fanden sich
weder licht- noch elektronenmikroskopisch Mitosefiguren in den Riesenzellen.
Nach unseren Beobachtungen findet der Vorgang der Fusion stets an Stellen
einer erhéhten Phagocytose statt (Abb. 4). Nach Evans (1972) sowie Eccles und
Alexander (1974) sind die Makrophagen in Tumoren monocytogen. Eine Proli-
feration im Tumor findet nicht statt. Unsere Befunde (Histologie, Enzymhisto-
chemie und Elektronenmikroskopie) stimmen mit diesen Befunden iiberein.

Nach der Morphologie ist den einkernigen Makrophagen eine héhere funktio-
nelle Aktivitit zuzuschreiben. Die Zahl und GréBe der Lysosomen nimmt konti-
nuierlich von kleineren Riesenzellen zu den extremen Formen der Riesenzellen
mit der GréBenzunahme ab. Auch Carr (1973) weist darauf hin, da den makro-
phagocytogenen Riesenzellen moglicherweise eine verminderte funktionell-phago-
cytotische Bedeutung zukommt.

Der haufige enge und groBflachige Membrankontakt von Riesenzellen mit
kleinen Lymphocyten (Abb. 4) spricht fiir eine cellulire Interaktion. Méglicher-
weise handelt es sich hierbei um den morphologischen Ausdruck eines immuno-
logischen Phinomens im Sinne der Helferzelltheorie (Roos, 1970).
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Bis zu einer gewissen Dosierung zumindest, scheint BLM die Makrophagen,
die Riesenzellen und ihre Bildung nicht zu schéidigen. Bei dem Reichtum an
Riesenzellen kann man sogar an eine aktive Foérderung der Riesenzellbildung
durch BLM denken. Da nach neueren Vorstellungen der Hauptangriffspunkt der
Cytostatica in therapeutischen Dosierungen an der Zellmembran und nicht am
Kern (DNS) liegt, wére es denkbar, daf Membranfusionen durch BLM induzierte
Membranalterationen begiinstigt werden. Normalerweise besteht eine Kontakt-
Inhibition zwischen Makrophagen (Oldfield, 1963). Bei unbehandelten Platten-
epithelcarcinomen findet man Riesenzellbildungen nur selten (vgl. Broders, 1920).
Bei einer systematischen histologischen Untersuchung von 139 teils unbehandelten,
teils cytostatisch behandelten Plattenepithelcarcinomen der Lippe fanden wir
nur in 8 Fallen eine Riesenzellbildung, keinmal Riesenzellgranulome. Renault u.
Mitarb. (1972) konnten bei 55 unbehandelten Plattenepithelcarcinomen keinmal
entsprechende Verénderungen nachweisen.

Nach Bestrahlung von Plattenepithelcarcinomen (Hall und Friedmann, 1948)
und auch nach Methotrexatperfusion (Desprez et al., 1966) treten gelegentlich
granulomatése Reaktionen mit Riesenzellbildung auf. Eine Riesenzellbildung in
dem Ausmall, wie man sie nach BLM-Behandlung findet, wird jedoch im all-
gemeinen weder im Bereich behandelter noch unbehandelter Tumoren beob-
achtet.

Der von uns festgestellte hohe Gehalt an ein- und mehrkernigen Makrophagen
im Tumor und in seiner Umgebung unter BLM-Behandlung erscheint somit neben
der Tumorverhornung einen wichtigen ¥aktor der BLM-Wirkung darzustellen.
Er wird durch die fehlende oder geringe immunsupressive und myelodepressive
Wirkung des BLM (Ohno et of., 1971; Boggs, 1974; Stacher und Lutz, 1974),
ermdglicht. Eine vorhergehende oder gleichzeitige Behandlung mit Substanzen
oder Methodiken, welche das Risiko einer Entdifferenzierung des Tumors oder
eine Immunsupression bewirken, erscheint hiernach bedenklich.
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