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F o r m a t i o n  of G i a n t  Cells in Oral  S q u a m o u s  Cell C a r c i n o m a  

d u r i n g  B l e o m y e i n  T r e a t m e n t  

Enzyiuehistochemical, Eleetronmicroscopic and Ultrahistoehemical 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- 
netted 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 multinueleated giant cells appear. Tile nature of these giant cells 
was the subject of controversy. 

Enzyme histochemical, eleetronmicroscopie, and ultrahistoehemieal investigations in three 
eases of advanced squamous cell carcinoma of the oral cavity prove that  the giant cells which 
are formed during blcomycin treatment are not multinucleated tumor cells, but multinueleated 
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 
macroendoeytosis. The tumor cells show an epitheIial differentiation with desmosomes, 
tonofibrils, and keratohyaline granula. 

The giant cells are formed by fusion of mononucleated (monoeytogenic) macrophages. 
The fusions seem to be related to the functional status of the cells. I t  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 lymphoeytes. 

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 carcinom~ - -  Cytostatie therapy - -  Bleo- 
mycin - -  Macrophages - -  Giant cells. 

Zusammen/assung. Bei Bleomycin-Therapie yon verhornenden Plattenepithelearcinomen 
werden diese unter zunehmender Verhornung devitalisiert, wghrend einfache Tumornekrosen 
eine geringere Rolle spielen. Dabei finder sich eine ausgedehnte resorptive, granulomatSse 
Entziindung mit Makrophagen und sehlieBlieh eine bindegewebige Organisation. Im Rand- 
bereich der verhornenden Tumorareale treten zahlreiche mehrkernige Riesenzellen auf. Die 
Natur dieser Riesenzellen war bisher umstritten. 

* Ni t  freundlicher Unterst/itzung der Deutschen ForschungsgemeinschMt. 

2 Virchows Arch. A Path. Anat. and ttistol. 
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Die enzymhistochemischen, elektronenraikroskopischen und ultruhistochemischen Unter- 
suchungen an 3 F~llen mit fortgeschrittenen Carcinomen der MundhShle zeigen, da6 die unter 
der Bleomycinbehandlung uuftre~enden t~iesenzellen keine Tumorriesenzellen, sondern durch 
Verschmelzung yon einkernigen (monocytogenen) Makrophagen entstehende mehrkernige 
Makrophugen sind. Dabei ergeben sich ttinweise fiir eine funktionelle Genese der Riesenzellen. 
Eine zus~tzliche immunologische Funktion der Makrophagen und der Riesenzellen ist mSglich 
und wird durch die h~ufige Assoziation yon l~iesenzellen mit Lymphocyten nahegelegt. 

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

Einleitung 

Bleomycin (BLM) ist ein untitumorul brauchbares Antibioticum, welches sich 
als besonders wirksam gegen Plattenepithelcarcinome erwiesen hat (Ubersicht: 
Umezawa etal . ,  1967; Umezawa, 1973, 1974). Die Wirkung nimmt mit dem 
Reifegrad zu (Fettig et al., 1971). Sie wird dnrch eine Anreicherung yon BLM 
in den Zellen dieser Tumoren erkli~rt (Suzuki st al., 1974). BLM-inaktivierende 
Enzyme sind in Plattenepithelcarcinomen erniedrigt (Umezawu, 1974). 

Burkhardt und H51tje (1975) untersuchten 7 Fi~lle mit fortgeschrittenen oralen 
Plattenepithelcarcinomen nach BLM-Perfusion autoptisch und bioptisch, wobei 
in 5 Fs lokal kein vitales Tumorgewebe mehr nachweisbar war. Sie zeigten 
unhand dieser F~lle, dab der BLM-Wirkung ein charakteristisches, histologisches 
Bild zugrundeliegt. Der Tumor wird fiber eine Verhornung devitalisiert, w~hrend 
einfache Tumornekrosen eine geringere •olle spielen (vgl. aueh t tornova und 
Bilder, 1974). Eine Wirkung des BLM auf die Maturation der Tumorzellen ist 
offensichtlich [Renault u. Mitarb. (1972) sprechen yon ,,hypermaturation k6rati- 
nienne"]. Im Sinne der klassischen allgemeinen Pathologie handelt es sich um 
eine durch das BLM induzierte Prosoplasie des Tumorgewebes, wobei die iiber- 
schiel~ende Differenzierung zu einer Devitalisierung fiihrt (vgl. Schwalbe, 1911). 
Diese besondere l~eaktionsform des Tumors ist bei Kombination der BLM-Thera- 
pie mit anderen Cytostatica oder einer Bestrahlung nur gering ausgepr~gt oder 
fehlt (Hornova und Bilder, 1974). Hierbei tr i t t  h~ufiger eine Entdifferenzierung 
des Tumors auf. Burkhardt  und HSltje (1975) glauben, dal~ die spezifische Wir- 
kung des BLM auf Plattenepithelcarcinome auch durch die nur diesem Tumor 
m5gliche Keratinisierung erkli~rt wird. Dabei finder sich eine ausgedehnte, resorp- 
tire, granulomatSse Entzfindung und anschlieBend 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 et al., 1972; Hornova und Bilder, 1974; 
Burkhardt  und HSltje, 1975). 

Im Folgenden wird fiber die histologischen, enzymhistoehemischen, elektronen- 
optischen und ultrahistochemischen Untersuchungen an drei mit BLM perfun- 
dierten, oralen Plattenepithelcarcinomen berichtet. Diese Untersuchungen wurden 
durchgefiihrt, um die Entstehung und ]:qatur der Riesenzellen zu kli~ren. 

Material und Methoden 
Die Untersuchungen wurden an operativ entnommenen Biopsien yon 3 Pa- 

tienten mit fortgeschrittenen Carcinomen der Mundh6hle nach BLM-Perfusion 
durchgefiihrt. Vor Therapiebeginn wurde die Diagnose jeweils histologisch ge- 
sichert. 
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a) Kasuistik 
Fall I (F. F., 87 Jahre, weibl.). 6•  cm groges, fl~chenhaft wachsendes, zentral exulce- 

riertes, gering verhornendes Platteneioithelcarcinom im hinteren Anteil des rechten Sulcus 
glosso-alveolaris mit Ausbreitung auf die rechte Pharjoaxwand und den rechten weichen 
Gaumen ohne tastbare submandibul~re Lymphknoten (T~NoM0), rechtsseitige intraarterielle 
Perlusion mit insgesamt 420 mg BLM innerhMb von 40 Tagen. Naeh AbschluB der Perfusion 
nahezu vollst~ndige Rfiickbildung und Epithelialisierung des ehemaligen fl~chenhuften Tumor- 
areals bis auf eine 0,5 cm grol3e schfisself6rmige, ulcer6se Einziehung am reehten Zungenrand 
mit zirkulS, rer Induration. Aus diesem Areal wird eine Probeexcision vorgenommen. 

Bereits vor der BLM-Theraioie enthielt der Tumor stark entdifferenzierte Areale mit 
Tumornekrosen. In der Biolosie nach der Behandlung (J.-Nr. 16225/75) finder sieh noeh 
ausgedehntes Careinomgewebe, wobei die entdifferenzierten Anteile flberwiegen. Nur ver- 
einzelt liegen dazwischen verhornende Tumorzellverbi~nde mit entziindlicher l~eaktion und 
giesenzellbildung. Die Umgebung ist vernarbt. 

Fall 2 (L. S., 55 Jab_re, weibl.). 4 • 4 cm groges exulceriertes, verhornendes Plattenepithel- 
earcinom des Planum buceale links mit aufgeworfenem/~andwall und gleiehseitig submandi- 
bulgr tastbaren, derben, verschieblichen Lymphknoten (T2N1,M0). 

Linksseitige intraarterielle Perfusion mit insgesamt 465 mg BLM irmerhalb yon 46 Tagen. 
Nach Behandlungsende totale/~emission des Prim~rtumors mit Epithelialisierung und stern- 
f6rmiger, zentraler, weiBer Narbe. Submandibul~r kein fortbestehender Lymphknoten. 

16 Tage naeh letzter BLM-Gabe Wangeninnenschichtresektion und suprahyoidale Drfisen- 
ausrSmmung links. 

Die Untersuchung des t~esektionslor~parates (J.-Nr. 15613/75) zeigt an umschriebener 
Stelle dicht unter dem Epithel noch geringes Tumorrestgewebe mit Verhornungstendenz. 
Eine Enddifferenzierung ist nicht erkennbar. Die Umgebung ist fibrosiert. Im Bindegewebe 
finden sieh unziihlige tgiesenzellgrannlome (Abb. l a und b). Vereinzelt sind im Zentrum 
noch ttornreste nachweisbar, meist ist aber offensichtlich bereits eine weit.gehende Abrgumung 
erfolgt. Dann liegen nur noch besonders grolle, gigant~re I~iesenzellen im Bindegewebe. Sie 
sind umgeben yon zahlreiehen I-Iistiocyten (1Kakrophagen), Mastzellen und Lymphocyten 
(Abb. 2a). Lymphlnao~enmetastasen sind nicht naehweisbar. 

Fall 3 (H. S., 55 Jahre, m~nnl.). 4 • cm groBes, exophytiseh wachsendes, breit uleeriertes 
verhornendes Plattenepithelearcinom in den hinteren Anteilen der rechten Wange (TsNoM0). 
I~eehtsseitige intraarterielle Perfusion mit insgesamt 510 nag BLME iunerhalb von 51 Tagen. 
Darunter kliniseh totale Tumorremission und Vernarbung des Tumorareals. Im Anschlutl 
an die Perfusion ausgedehnte Excision des ehemaligen Tumorareals. 

Die bistologisehe Untersuchung (J.-Nr. 19996/75) zeigt eine Vernarbung des Tumorareals 
mit diehtem, kollagenen Easergewebe. Darin liegen verstreut resorptiv-entztindliehe Infiltrate 
mit Histioeyten, Lymphocyten und Plasmazellen. An mehreren Stellen finden sich als Reste 
des Tumors kleine, mit Keratin gefflllte Pseudocysten. Vitale Tumorzellrands~iume fehlen. 
Diese Areale werden yon Fasergewebe mit entziindliehen Infiltra~en umschlossen. Ganz 
vereinzelt linden sieh am Rande auch hier mehrkernige l%iesenzellenL 

b) Methode 
An Gefriersehnitten wurdcn liehtmikroskopiseh folgende Enzym~ktivit/~ten dargestellt2: 
Saure Phosphatase (Substrat: Na-~-Naphthylphosphat; Serva, Heidelberg; nach B~rka 

und Anderson, 1962); Alkalische Phosphatase (Substrat: Na-~-Naphthylphosphat; Serva, 
Heidelberg; naeh Pearse, 1968); Unspezi/isehe Esterase (Substrat: Na-e-Naphthylaeetat; 
Serva, Heidelberg; naeh Davis, 1959) ; NaphthoLAS-D-Chloraeetatesterase (Substrat: Naphthol- 
AS-D-Ohloraeetat; Serva, Heidelberg; naeh Lillie, 1965); Leuein-Aminopeptidase (LAP; Sub- 

1 In diesem Falle kamen neben den mit den Tumorresten assoziierten l~iesenzellen in der 
tiefen Wangenmuskulatur mehrkernige Riesenzellen vor, welehe vom histologisehen und 
elektronenmikroskopisehen Bild her als degenerativ veriinderte 3luskelzellen anzuspreehen 
sind. Auf sie wird im Folgenden nieht eingegangen. 
2 Ffir die Beratung bei der Durchf~hrung der enzymhistochemisehen Untersuehungen und 
die Xontrolle der Naehweise d~nken die Autoren I.ierrn Prof. Dr. J~.-J. S~u%e und I-Ierrn 
Dr. E. Schliiter, Pathologisehes Institut der Universitgt Kiel. 
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strat: L-Leueyl-Naphthylamid; Serva, Heidelberg; Fast Blue B; Gurr, London; naeh 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 Degobertis und Grasso, 1946); Cytochromoxydase (Substrat: 
~-Naphthol AS; Fluka, Buchs/Schweiz, 4-Amino-Biphenylamin; Fluka; naeh Barstone, 1959) ; 
Succinodehydrogenase (Substrat: Bernsteins~iure, Na2-Salz; Serva, Heidelberg; naeh Naeh- 
las et al., 1957 b); Phosphorylase ( Substrat: 2-D- Glucose- 1-Phosphat, Na2- SMz; Serva, Heidel- 
berg; naeh Sasaki und Takeuchi, 1963). 

Die geaktionen wurden durch Leerproben (naeh Enzymblockade) und Reaktionen an 
bekannten Geweben (Pankreas der Maus und Muskelgewebe) kontrolliert. Augerdem warden 
noch ein unbehandeltes orales Plattenepithelcareinom (45 Jahre alte Patientin, J.-Nr. 19428/75) 
and ein orales Pl~ttenepithelearcinom nach kombinierter BLM-Methotrexate Therapie ohne 
I~iesenzellbi]dung (64 Jahre alter Patient, J.-Nr. 21210/75) als Kontrollen untersucht, urn 
therapiebedingte Alteration des Enzymmusters der Tumorzellen auszuschlieBen. 

Die elelctronenmikroskopischen Proben wurden nach der yon Laft (1971a, b) ausgearbeite- 
ten Methode prEpariert. Die Rutheniumrot-Impri~gnation wurde gewEhlt, urn eine gute 
Membrandarstellung zu erhalten (Anfiirbung der Intercellularsubstanzen) und um insbeson- 
dere die Phagolysosomen (sekundiire Lysosomen) zu markieren (vg]. Chambers, 1973). Es 
folgte eine Dehydration in iiblieher Weise and die Einbettung in Epon 812. Zun~chst warden 
Semidiinnsehnitte angefertigt und mit Toluidinblau angef~,rbt. Kontrastierung der Fein- 
schnitte erfolgte mit Uranylacetat. Mikroskopiert wurde am Zeiss Elektronenmikroskop 
Em 9 S-2. Die Schnitte wurden tells unkontrastiert, tells kontrastiert durchgemustert. Der 
ultrahistochemische Nachweis yon saarer Phosphatase wurde nach der Methode yon Komiyama 
(1974) modifiziert naeh Pearse (1968) durchgeffihrt. Als Substrat wurde fl-Glyeerophosphat 
verwandt. Die geaktion wurde bei einem pit  von 5,8 durchgefiihrt. Die saure Phosphatase- 
aktivitgt stellte sich dureh Precipitate yon Bleiphosphat dar, das sich als Ergebnis der Hydro- 
lyse yon fl-Glyeerophosphat in Gegenwart yon Blei-Ionen (Bleiacetat) bildet. 

Ergebnisse 
Die Ergebnisse der l ichtmikroskopischen Enzymnachweise  sind in  Tabelle 1 

aufgefiihrt. Die Nachweise yon saurer Phosphataseakt iv i t s  u n d  Leucin-Amino-  
pept idaseakt ivi tgt  an Riesenzellen sind in  Abb. 1 dargestellt .  Bei der sauren 

Tabelle 1. Ergebnisse der enzymhistoehemisehen Nachweise am Tumorgewebe und an den 
giesenzellen im Vergleich zum Enzymmuster der Monocyten (naeh Leder, 1967, und Shoham 
et al., 1974) und zu den in Makrophagen vorkommenden Enzymen (nach Cart, 1973, und 

Shoham et al., 1974) 

Tumorzellen giesenzellen Monocyten Makrophagen 

Saure Phosphatase + / - -  § + / + + + + § 
Alkalisehe Phosphatase . . . .  
Unspez. Esterase @/-- ~- ~- @ @ @ 
Naphthol-AS-D-Chlor- (-k)/-- -k (+) / - -  + / - -  

acetatesterase 
Leucin-Aminopeptidase -- ~- q- -b + -~- 
Adenosintriphosphatase -- (-k) (-k) + 
Peroxidase -- -- ( ~- )/-- -}- / -- 
Cytochromoxidase -- -- (~-) -k 
SDH -- -- ~- 

Phosphorylase -- -- 

Aktivitiiten: + = positiv; -- = nega*iv; (+) = schwach positiv; + + = stark positiv; 
+ / - - =  untersehiedlieh, teils positiv, teils negativ. 



~V
 

s (I
q

 

co
 

A
bb

. 
1 

a 
un

d 
b.

 
N

ac
hw

ei
s 

yo
n 

E
n

zy
m

ak
ti

vi
t~

te
n

 
in

 d
en

 
I/

.ie
se

nz
el

le
n.

 
(a

) 
G

ra
nu

lo
m

 
m

it
 

m
eh

re
re

n 
!g

ie
se

nz
el

te
n.

 
P

os
it

iv
er

 A
us

fa
ll

 
de

s 
L

eu
ci

n-
 

A
m

in
op

ep
ti

da
se

na
eh

w
ei

se
s 

(i
m

 O
ri

gi
na

l 
bl

au
-v

io
le

tt
).

 
F

al
l 

2,
 

G
ef

ri
er

se
hn

it
t 

84
 •

 
(b

) 
R

ie
se

nz
el

le
 

m
it

 N
ac

hw
ei

s 
yo

n
 s

uu
re

r 
P

ho
sp

hu
ta

se
ak

ti
vi

ti
~t

. 
P

ho
sp

ha
ta

se
ne

ga
ti

ve
r 

Z
el

le
in

se
hl

ug
 

(M
ak

ro
en

do
ey

to
se

 ?
). 

N
ae

hw
ei

s 
im

 
O

ri
gi

na
l 

ro
t-

br
au

n.
 F

al
l 

2,
 G

ef
ri

er
se

hn
it

t 
12

00
• 

b
~

 



b
~

 

b
~

 

.>
 

A
bb

. 
2 

~ 
un

d 
b.

 I
~i

es
en

ze
ll

e~
l u

nd
 E

nt
zi

in
du

ng
si

nf
il

tr
at

 i
m

 S
em

id
fi

nn
sc

hn
it

t.
 

(a
) 

G
ro

B
e 

l~
ie

se
nz

el
le

 a
m

 t
~a

nd
e 

ei
ne

r 
K

er
at

in
cy

st
e 

(r
ec

ht
s 

un
te

n)
 m

it
 

er
ke

nn
b~

re
n 

G
ra

nu
la

. 
In

 d
er

 U
m

ge
bu

ng
 

B
in

de
ge

w
eb

e 
m

it
 

F
ib

ro
bl

as
te

n,
 

ei
nk

er
ni

ge
n 

M
ak

ro
ph

eg
en

 
un

d 
L

ym
ph

oc
yt

en
, 

F
~

ll
 2

, 
T

ol
ui

di
nb

la
u,

 
12

00
 •

 
(b

) 
I~

ie
se

nz
el

le
 i

n 
A

ss
oz

i~
ti

on
 m

it
 e

in
ke

rn
ig

en
 M

ak
ro

ph
~

ge
n.

 
D

ie
se

 b
es

it
ze

n 
de

ut
li

ch
e 

G
ra

nu
la

 u
nd

 V
ae

uo
le

n,
 F

ai
l 

2,
 T

ol
ui

di
nb

la
u,

 1
20

0 
• 



I~iesenzellbildung bei Bleomyeintherapie 203 

Tabelle 2. Elektronenoptiseh naehweisbare Zelldifferenzierung yon Tumorzellen und I~iescn- 
zellen 

Tumorzellen Mehrkernige t~iesenzellen Einkernige 
Makrophagen 

Zell- g]att, rmr vereinzelte 
membran Verzahnungen, zahlreiehe 

kurze Desmosomen 
(Rutheniumrot-positiv) 

Cyto- 
plasma 

Orga- 
nellen 

spgrlieh, 
Tono/ibrillenb i~ndel 

wenig li tochondrien, 
sp~rliehes endoptas- 
mat, isehes Reticulum, 
Golgifelder nieht sicher 
naehweisbar, 
zahlreiche freie l~ibo- 

diehte fingerf6rmige und wie I~iesenzellen 
tentakel~rtige Cytoplasma- 
ausl~iufer mit s~urer 
Phosphatase-Aktivitgt, 
Interdigitationen mi~ 
einkernigen Makrophagen 
(giesenzellbildung ?) 
an Often erh6hter Phago- 
eytose, groSfl~iehige 
Membrankontakte mit 
kleinen Lymphocyten 
(immunologische Inter- 
aktion ?), zahlreiche In- 
vaginationen mit Horn- 
lamellen, Zelldetritus 
und Keratinresten, 
keine Desmosomen 

reiehlieh, 
keine Tonofibrillen 

zahlreiche Mitochondrien, 
gut enLwiekeltes rauhes 
endoplasmatisches 
Reticulum, Golgifelder 
naehweisbar, 
zahlreiehe Lysosomen 

screen und Polyribosomen, in verschiedenen Ent- 

wie Riesenzellen 

wie t~.iesenzellen, 
abet' gr6gere, stark 
polymorphe Lysosomen 
und zahlreiche 
Pinocytosevesikel 
(Zeichen erh6hter 
Aktivit~t) 

vereinzelte Lysosomen, wieklungsstadien (unter- 
in einigen Zellen poly- sehiedliehe Gr6ge, Form 
morphe Keratohyalin- und Inha.lt; sekundgre 
granula Lysosomen mit t~u~he- 

niumrot-posigivem 
Material) hgufig mit 
gut nachweisbarer saurer 
Phosophatase-Aktivitgt, 
Pinocytosevesikel 

Kern pleomorph, grog, racist nut geringe Gr6gen- wie Riesenzellen 
oval~ir dichte Nueleolen, sehwankungen, rneist 
pleomorph, Mehrfaeh- oval~r, vereinzelt tiefe 
ansehnitte, Kernchromatin Einkerbungen, loekere 
diffus, locker, Nucleolen, loekeres 
keine Chromatin- Caryoplasma, gut dar- 
kondensate, Caryolemm stellbares Caryolemm 
mit deutlichen Porch 

Phospha tase  war  auffgllig, dal3 die R e a k t i o n  in den  i~iesenzellen untersehiedl ich 
in tens iv  ausfielen. 

I m  Semidfinnschnit~ zeigen die Tumorzel len  - -  besonders  deut l ieh  im Fa l l  2 - -  
desmosomale  Zel lverb indungen,  die an das  Bi td  de r  Stache |zel lschicht  des Pla~ten- 
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Abb. 3 ~--c. Morphologie der Tumorzellen. a) Hochdifferenzierte Tumorzellen mit  zuhlrei- 
chen Tonofibrillen und Desmosoraen (Fall 2, 6600 • ). (b) Niedrig differenzierte Tumorzellen 
mit glatten dicht aneinanderliegenden Zellmembranen und Desmosomen (t~ll  l~ 5600 • ). 

(c) Tumorzelle mit  Tonofibrillen und Desmosomen (Pfeile; Fall 1, 16100 • ) 
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Abb. 4. Montage einer _t~iesenzelle aus mehreren Einzelaufnahmen. Unz~;hlige sehr kleine 
Lysosomen im Cytoplasma. FingerfSrmige Cytoplasmaprojektionen an der 0berflgehe. Assozia- 
tion mit zwei einkernigen l~Ial~rophagen (M 1 und M2). Membrankontakt zu einem kleinen 
Lymphoey~en (Ly). M =  einkerniger Makrophage in der Umgebung. D =  Detritus. K =  Ke- 
ratinfragmente. Un~en reehts zweikernige l~iesenzelle mit wenigen gr6Beren Lysosomen und 

Assoziation mit einem weiteren Makrophagen (M..~). Fall 2, unkontrastiert, 2400 x 

epithels erinnern. Die mehrkernigen Riesenzellen lassen derartige Verbindungen 
vermissen. Sie liegen mi~ groBen eytoplasmareichen Zelleibern meist in kleinen 
Gruppen um Areale mit  Keratinres~en (Abb. 2a). Einige zeigen eine diehte Gra.- 
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Abb. 5 a--c .  Zelloberfl~che der l~iesenzelle. (a) Tentakelartige Cytoplasmaprojektionen. Im 
Cytoplasm~ Lysosomen und Pinocytosevesikel (P). 17 250 •  (b) Invagination des Cytopl~smas 
mit Zelldetritus und Keratiniragmenten (Makroendocytose). Im Cytoplasma rauhes endo- 
pl~smatisches Reticulum und ein konfluiertes Pinocytosevesikel (P). V 300 •  (c) Nachweis yon 
sourer Phosphataseaktivit~t ~n der Zelloberfl~iche. FeinkSrniger B]einiedersch]~g. Unkon- 

trastierter Schnitt, 11900 • 
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nulierung und sind kleiner, die peripher gelegenen Riesenzellen sind oft sehr viel 
grS•er und besitzen ein sehwaeh angef~rbtes Cytoplasma mit nur vereinzelten 
Granula. In der Umgebung liegen zahlreiche einkernige Makrophagen mit dichten 
Granula und Vacuolen, daneben einzelne Mastzellen und Lymphocyten (Abb. 2 a). 

Die Tabel!e 2 stellt die elektronenmikroskopischen Beobachtungen an Tumor- 
zellen und Riesenzellen gegenfiber. Es lassen sieh an der Mehrzahl der Tumor- 
zellen (Fall 2 alle untersuchten Tnmorzellen, im starker anaplastischen Tumor 
yon Fall 1 in den meisten Tumorzellen) glatt aneinander liegende Zellmembranen 
mit zahlreiehen deutlich rutheniumrotmarkierten Desmosomen naehweisen 
(Abb. 3). Nur w,reinzelt sind die Zellmembranen miteinander verzahnt. Das Cyto- 
plasma ist org~mellenarm und enthglt unterschiedlich viele Biindel yon Tono- 
fibrillen (Abb. 3c). Im Fall 1 linden sich nicht in allen Tumorzellen Tonofibrillen. 
Tumorzellen mit Verhornnngstendenz enthalten unterschiedlieh viele, z.T. sehr 
gro~e und polymorphe Keratohyalingranula (Fall 3). Die Zellkerne sind besonders 
im Fall 1 sehr untersehiedlieh in der GrS[~e, die Nucleolen sind grol~ und dieht, 
teilweise mehrfach angeschnRten. 

Die Riesenzellen besitzen demgegenfiber eine Zellmembran mit unzghligen 
teils fingerartigen, teils tentakelfSrmigen Cytoplasmaprojektiouen (Abb. 4, 5, 6a). 
In tiefen Buehten der Zellmembran findet sich Zelldetritus, besonders Ribosomen 
und Keratinfragmente (Abb. 5b). Diese lnvaginationen mfissen als Makroendo- 
cytose aufgefaBt werden. Desmosomale Zellverbindungen fehlen. Das Cytoplasma 
der Riesenzellen ist organellenreieh (Abb. 4 und 6). Es linden sieh zahlreiehe 
Mitochondrien, ein prominentes rauhes endoplasmatisehes Re~iculum (Abb. 5b 
und 6a) sowie unterschiedlieh viele elektronendichte, membranbegrenzte KSrper, 
zum Tell mit deutlieher Halobildung am Rande (Abb. 6a und b). Sie sind unter- 
schiedlich gro~ und verschieden geformt. Im Inneren der Zelle sind sie meist 
klein, rund und mit deutlicher Halobildung (Abb. 6b), im Randbereich gr6Ber 
und unregelmgBig gestaRet (Abb. 6a). Diese KSrper entspreehen morphologisch 
Lysosomen (Cohn und Fedorko, 1969 ; Daems et al., 1969). Der Inhalt  ist strahlem 
dieht und offensiehtlich selektiv Rutheniumrot markiert. 

Bei der ultrahistochemischen Darstellung der sauren Phosphataseaktivitgt fin- 
den sieh selektiv in den Lysosomen feingranul~re Bleiniedersehlgge (positiver 
Ausfall der Reaktion, Abb. 6e). Neben der intracellul~r nachweisbaren Aktivitgt 
der sauren Phosphatase finder sieh extraeellulgre AktivRg~, die deutlich an der 
guBeren Membran der Makrophagen und Riesenzellen lokalisiert ist. In der Nghe 
der Zellmembranen liegen au[~er den Lysosomen auch Pinoeytosevesikel unter- 
sehiedlicher GrSBe (Abb. 5a und b, 6a). 

Die Riesenzellen besitzen zahlreiehe Kerne. Diese sind gleichmgBig grol~ und 
enthaRen ein lockeres, homogenes Chromatin und prominente Nueleolen. Im 
Vergleieh zu den Tumorzellen sind diese weniger strahlendicht. Ein Teil der 
Kerne zeigt tiefe Einkerbungen. Kernteilungsfiguren fehlen. 

Interessant ist die Beobachtung, dab sieh an einigen Riesenzellen eine oder 
auch mehrere assoziierte einkernige Makrophagen linden (Abb. 2b, 4 und 7). 
Die Zellen stehen ~iber zahlreiche diehte und tiefe Membran-Interdigitationen 
miteinander in engem Kontakt.  Bei diesen Interdigitationen ergibt sich h~ufig 
der Eindruek, dab Membranfusionen stattfinden, zumal an diesen 8tellen keine 
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Abb. 6 a--c.  Die Lysosomen der Riesenzellen. (~) Peripheres Cytoplusm~ einer l~iesenzelle 
mit  mehreren groSen, sekund~ren, Rutheniumrot-positiven Lysosomen und gut entwickel- 
tern r~uhen endoplasmatischen l~eticulum. 6 800 •  (b) Kieine, prim~re Lysosomen im Innern 
der Zelle mit  deutlicher Halobildung, M Mitochondrion. 47 250 •  (c) Nachweis yon s~urer 
Phosphatuse~ktiviti~t in den Lysosomen. FeinkSrniger Bleiniederschl~g. Unkontr~stierter 

Schnitt, 6590 • 
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Abb. 7 a und b. (a) Assoziation eines einkernigen Makrophagen mit einer Riesenzelle (N Kern- 
anschni~te). Zahlreiehe Interdigitationen, zum Tell unscharfe Abgrenzungen. Ko Kollagen- 

fibrillen. 8 300 • (b) Interdigitationen mit noch gut erhMtenen Membranen. 8 500 • 

mit Rutheniumrot anf/~rbbare Glykokalyx naehweisbar ist. Derartige Zell[usionen 
linden sieh auff~lligerweise immer an 0rten einer gesteigerten Phagoeytose (Abb. 4) 

An anderen Stellen stehen die Riesenzellen mit kleinen Lymphoeyten in engem 
Kongakt, vereinzelt sind diese yon Riesenzellen umschlossen und zeigen grog- 
fl~chige Membrankontakte (Abb. 4). 

Oiskussion 

In allen 3 F~llen konnten die yon Burkhardt und H61tje (1975) Ms typisch 
nach BLM-Therapie beschriebenen Ver/inderungen am Tumor beobachtet werden. 
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Die Tumorzellen werden fiber eine Verhornung devitalisiert. I m  Fall 3 bilden 
sieh die typischen keratingefiillten Pseudoeysten.  

I n  allen 3 Fallen fanden sieh Riesenzellen, teils im gandbere ich  yon  verhorn- 
ten  Tumorarealen, teils in kleinen Granulomen zusammenliegend. Wahrend  in 
den Fallen 1 und 3 nur  wenige Riesenzellen im untersuchten Material naehweisbar 
waren, fanden sieh im Falle 2 zahlreiehe und  zellreiehe Riesenzellgranulome mit  
noch no chweisbaren Kerat inlamellen oder -fragmenten im Zentrum. 

Verschiedene Autoren (Liibbe et al., i975 ; Pape et al., 1975) haben die t~iesen- 
zellen naeh BLM-Therapie als Tumorriesenzellen gedeutet.  Allerdings wird aueh 
yon  ihnen als Besonderheit  hervorgehoben, daf~ diese meist peripher liegen und 
verhaltnismal3ig uniforme Kerne zeigen. Liibbe u. Mitarb. (1975) spreehen yon 
,,frfiher Randreak t ion"  der Tumorzellen. Wir  ha t ten  aufgrund unserer systema- 
tisehen liehtmikroskopisehen Beobachtungen (Burkhardt  und  H61tje, 1975) den 
Eindruck,  dab es sieh eher um phagoeytierende Riesenzellen (veto FremdkSrper-  
typ) handelt.  

a) Enzymhistochemie 

Die Gegeniiberstellung der Enzymmus te r  yon  Tumorzellen und Riesenzellen 
(Tabelle 1) ergibt bereits deutliehe Untersehiede. Besonders eharakteristisch ffir 
die Riesenzellen ist die hohe saure Phosphatase- und Leuein-Aminopeptidase~ 
Akt ivi ta t  (Abb. 1). Das Enzymmus te r  der Riesenzellen ahnelt  dami t  den Makro- 
phagen, bzw. den monoeytoiden Zellen (Leder, 1967 ; Carr, 1973 ; Shoham et al., 
1974). Die beobachteten Differenzen erklaren sieh dureh die Anpassung des 
Enzymmuste rs  an variable Funkt ionszustande der phagoeyt ierenden Zellen 
(Carr, 1973). 

Die Tumorzellen weisen demgegeniiber nur sp~rliche und inkonstante Aktivit~iten uuf. 
Differenzen zwisehen den BLM-beh~ndelten Tumoren und den unbehundelten, bzw. kombi- 
niert beh~ndelten Tumoren best~nden nicht. Saure Phosph~t~se-Aktiviti~t finder sich nur 
in Tumorzellen mit ~ortgeschrittener Verhornung, niem~ls in unverhornten Zellen (wie es 
Tumorriesenzellen wiiren). Pl~ttenepithele~rcinome verhulten sich somit ~hnlich wie dus 
norm~le Pl~ttenepithel (vgl. Olson und Nordquist, 1966; Susi, 1968; Squier und W~terhouse, 
1970). 

:Die Bedeutung und d~s Vorhandensein yon Leucin-Aminopeptid~se in Tumoren ist um- 
stritten. ~/[ohr (1967) wies an Ehrlich-C~rcinomen der :Yi~us und menschlichen Mumra~- and 
]~ectumcarcinomen eine starke LAP-Aktivit~t im Bereich der Destruktionszone n~ch, Willig- 
hagen (1973) betont den negativen Ausfall des LAP-N~chweises in Plattenepithelc~rcinomen, 
Okamoto u. Mit~rb. (1963) f~nden in 34 or~len Pl~ttenepithelc~rcinomen keine LAP-Aktivit~t 
in Tumorzellen, sondern nur ira umgebenden Stroma. Sie sehen d~rin eine Reaktion ~uf d~s 
invasive Wachstum und keinen Teilmechanismus der Tumorinvasion. :Die yon uns unter- 
suchten Carcinome besitzen ebenfalls keine LAP-Aktivit~t, diese findet sich nur in den ~r 
ph~gen und l~iesenzellen. Die fehlende SDH-Aktivit~t in Tumorzellen steht in ~berein- 
stimmung nait den Befunden yon Mori et al. (1964), Shkl~r (1966) und C~brini (1973). 

b) Elektronenmikroskopie; Zelldi]/erenzierung von Riesenzellen 
und Tumorzellen 

Die wichtigsten Argumente  fiir eine Einordnung der Riesenzellen als Makro- 
phagen liefert insbesondere die elektronenmikroskopische Untersuehung (TuN 
belle 2). 
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Sehon im Semidiinnsehnitt weisen diese Zellen deutlieh eytoplasmatisehe 
Granula auf, die sieh im elektronenmikroskopisehen gild als prim/~re und sekun- 
dare Lysosomen zeigen (Abb. 2 und 6). Der Naehweis yon saurer Phosphatase- 
Aktivit/tt in diesen Oranula gilt als Beweis, dab es sieh tatss um Lysosomen 
und nieht um andere /~hnliehe eytoplasmatisehe K6rper - -  z.B. Keratohyalin- 
granula [diese besitzen keine Membranbegrenzung und weisen keine saute Phos- 
phatase-Aktivits auf (Squier und ~Vaterhouse, 1970; Uge], 1969)] - -  handelt 
(Daems et al., 1969). Die Morphologie allein ist zwar eharakteristiseh, aber nieht 
,,spezifiseh". AuBerdem finden sieh submembran6se Pinoeytosevesikel, eharakte- 
ristisehe Cytoplasmaausstiilpungen, und eine Makroeudoeytose yon Zelldetritus 
mit Keratinfragmenten (Abb. 5, 6). Elektronenoptiseh kann saure Phosphatase- 
Aktivit/~t auger in den Lysosomen aueh an den guBeren Zellmembranen naeh- 
gewiesen werden (Abb. 5@ Letzteres ist als morphologiseher Ausdruek einer 
Abgabe des Enzyms in das Int, erstitium zu werten. Diese Befunde beweisen eine 
lebhafte Phagoeytose der Riesenzellen, zumindest in bestimmten Stadien ihrer 
Entwieklung. 

Hinweise fiir eine derartige Aktivit/~t fehlen in den Tumorzellen. Aueh die 
Kernstruktur und -form, sowie der GehMt an Organellen ist deutlieh different 
und sprieht insgesamt ffir eine grundsS~tzlieh 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 Genese und Funlction der Riesenzellen 

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

Offensichtlieh ist die Entstehung der P~iesenzellen funktionsbedingt (funktio- 
nelle Genese). Sie entstehen im Gegensatz zur Tumorriesenzelle nieht durch Kern- 
teihmgen ohne nachfolgende Zellteilungen, sondern durch Assoziation und Fusion 
yon Makrophagen (Abb. 2b, 4 und 7; Cart, 1973). Entspreehend fanden sieh 
weder lieht- noeh elektronenmikroskopiseh Mitosefiguren in den Riesenzellen. 
Nach unseren Beobachtungen findet der Vorgang der Fusion stets an Stellen 
einer erh6hten Phagocytose start (Abb. 4). Naeh Evans (1972) sowie Eeeles und 
Alexander (1974) sind die Makrophagen in Tumoren monoeytogen. Eine Proli- 
feration im Tumor finder nieht start. Unsere Befunde (tIistologie, Enzymhisto- 
ehemie und Elektronenmikroskopie) stimmen mit diesen Befunden iiberein. 

Naeh der Morphologie ist den einkernigen Makrophagen eine h6here funktio- 
helle Ak~ivit~t zuzusehreiben. Die ZahI und Gr6i3e der Lysosomen nimmt konti- 
nuierlieh yon kleineren Riesenzellen zu den extremen Formen der Riesenzellen 
mit der Gr6Benzunahme ab. Aueh Cart (1973) weist darauf hin, dab den makro- 
phagocytogenen Riesenzellen m6glicherweise eine verminderte funktionell-phago- 
eytotisehe Bedeutung zukommt. 

Der h~tufige enge und grogfl~ehige Membrankontakt yon Riesenzellen mit 
kleinen Lymphoeyten (Abb. 4) spricht f~ir eine eellul/~re Interaktion. M6glieher- 
weise handelt es sieh hierbei um den morphologischen Ausdruek eines immuno- 
logisehen Ph/~nomens im Sinne der HelferzeHtheorie (t~oos, 1970). 



212 A. Burkhardt et aI. 

Bis zu einer gewissen Dosierung zumindest, scheint BLM die Makrophagen, 
die Riesenzellen und ihre Bildung nicht zu schadigen. Bei dem Reiehtum an 
Riesenzellen kann man sogar an eine aktive F5rderung der lgiesenzellbildung 
durch BLM denken. Da naeh neueren Vorstellungen der ttauptangriffspunkt der 
Cytostatica in therapeutisehen Dosierungen an der Zellmembran und nicht am 
Kern (DNS) liegt, ware es denkbar, da[t Membranfusionen dutch BLM induzierte 
Membranalterationen begiinstigt werden. Normalerweise besteht eine Kontakt- 
Inhibition zwischen Makrophagen (Oldfield, 1963). Bei unbehande]ten Platten- 
epithelcarcinomen findet man Riesenzel]bildungen nur selten (vgl. Broders, 1920). 
Bei einer systematisehen histologisehen Untersuchung yon t39 tells unbehandelten, 
teils cytostatisch behandelten Plattenepitheleareinomen der Lippe fanden wir 
nur in 8 Fallen eine t~iesenze]lbildung, keinma] Riesenzellgranulome. Renault u. 
Mitarb. (1972) konnten bei 55 unbehandelten Plattenepithe]careinomen keinmal 
entsprechende Veranderungen naehweisen. 

5,Taeh Bestrahlung yon Plattenepithelcareinomen (Hall und Friedmann, 1948) 
und auch nach Methotrexatperfusion (Desprez et al., 1966) treten gelegentlich 
granulomatSse Reaktionen mit Riesenzellbildung auf. Eine I~iesenzellbildung in 
dem AusmaB, wie man sic nach BLM-Behandlung findet, wird jedoch im all- 
gemeinen weder im Bereich behandelter noch unbehandelter Tumoren beob- 
aehtet. 

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 Faktor der BLM-Wirkung darzustellen. 
Er wird dureh die fehlende oder geringe immunsupressive und myelodepressive 
Wirkung des BLM (Ohno et al., 1971; Boggs, 1974; Stacher und Lutz, 1974), 
ermSglieht. Eine vorhergehende oder gleichzeitige Behandlung mit Substanzen 
oder Methodiken, welche das I~isiko einer Entdifferenzierung des Tumors oder 
eine Immunsupression bewirken, erseheint hiernaeh bedenklieh. 
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