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Einleitung

1.1 allgemeines

Das maligne Melanem, das dber 95% die Haut befallr,
pteht an dritter Stelle der Hiufigkeic won Hautkrebserkran-
kungen. Seine ausgepragte, starke und haufig £rihzeitige
Neigung =u lymphogener (Deutsch et al., 1532) und hdmatoge-
ner Metastasenbildung mit letalem husgang und eine geringe
immunologische Antweort des Organismus machen das maligne Me-
lanem zum bésartigscen Geschwulst der Haut.

Es ist deshalb besonders alarmierend, da8 seine Inzidenz
in den letzten Jahren weltweit zugencwmen hat. In der Bun-
desrepublik Deutschland wird die Hiufigkeit der MNeuerkran-
kungen derzeit viermal héher alg in den S0er Jahren einge-
achitzt, und zwar jéhrlich mit acht bis zehn Personen pro
100.000 Einwohner. Zum Vergleich; hus den USA werden aktuell
10 bis 20, aus Australien sogar 30 bis 40 Personen angege-
ben. Fir Angehérige der weiflen Rasse wird das Risike, im
Laufe des Lebens ein malignes Melanom zu entwickeln, fdr die
1930 geborenen mit 1:1500, for die 1990 geborenen mit 1:105
und £0r die, die im Jahr 2000 geboren werden, mit 1:75 wver-
anschlagt.

Der steigenden Inzidenz steht eine Eehlende Aticlagie
gegenidber. Man vermutet verschiedene Faktoren, wie =z B, das
héhere Durchschnittsalter der Bevdlkerung, eine genetische
Disposition, onkegena Viren, chemische Karzinogene ete.,
die zur Entstehung eines Melancms E£ohren kénnten. Der we-
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pentliche Faktor cseheint jedoch die stdrkere Belastung der und Silva, 1980). So liegt das biolegieche Verhalten auch
Haut durch Sonnenstrahlen zu sein (z. B, Sanchez und Rebin- ven bectens bekannten Tumoren wie den Niwvuszellndvi, die bei
gon, 1993; ¥oh und Lew, 1994; Garbe, 1991; Mcan und Dahl- tast jedem Menschen vorkommen, im dunkeln. Nur wenn das ge-
back, 1992). Langzeitbestrahlung mit niedrigdosiertem UV- pamte Pigmenteystem tiefergehend untersucht wird, kann man
Licht sell allerdings eher einen prophylaktischen Bifekt ha- genauere Russagen dber das Melanom machen (Worret und WAt-
ben (Elwood et al., 1985; Gallagher et al., 1989}, und nur zig, 1991). NHach Porslind und Emilgon (1992) sollte man bei
intensive und zeitweilige UV-Exposition steht in Korrelation quantitativen Uncersuchungen, wie der Morphomecrie, sogar
mit einem erhdhten Melanomrisike (Elwood et al., 1985; Mak- das Elektronenmikraskep bevorzugen.

Eie und Aitchigen, 1582).

Unbestritten ist die Wichtigkeit, maligne Melanome mag-
liehst frihzeitig zu erkennen und operativ zu encfernen,
nicht zuletzt wegen des Fehlens wirk Behandl ho-
den in fortgeschrittenen Stadien. Die meisten Hauttumoren
kénnen aufgrund ihrer morpholegischen Charakteristika ein-
wandfrei idencifiziert werden (Kerl et al., 1990). Anders 1.2 Malignes Melanom (MM)
igt es beim malignen Melanom, da die histolegische Diagnose
des malignen Melancms der Haut zu den schwierigsten Proble-
men in der Dermatopathielogie gehdrt., Es gibt keine einheie-

liche Meinung zwischen den Dermatopathologen, was die Dia- Das Melanem ist ein Tumor der Melanozyten. Die Melano-
gnose des malignen Melanoms und seiner Vorldufer betrifft zyten zusammen mit den Keratinozyten, die Merkelzellen und
[Schmeoeckel, 1984). Mit den Oblichen klinischen Untersuchun- die Langerhans-Zellen sind die Zellen der Epidermis. Die Me-
gen von selbst routinierten Fachleuten werden meist nuz 70 lanozyten stammen aug der Meuralleiste und wandern wihrend
bis BO¥ der malignen Melancme richtig erkannt (Larsen et der FAtalzeit in die Epidermis ein. Normalerweise liegen asie
al., 1980; Kerl und Sterry, 1992; Braun-Falco ec al., 1986). dann in der Basalschicht. Ihre Dichte betrdgr etwa 1155 bis
Aufgrund dieser Tatsache fordert man ein .overdiagnasing® 1560 pre mm?, was bedeutet, daf im histologischen Schnitt
(Reuber et al., 1280). etwa jede zehnte Zelle der Basalschicht ein Melanazyt ist.
Pir die gonnenexponierte Haut wird ihre Pichte doppelt so
Durch den Einsatz moderner Technik und Methoden wersucht noeh angegeben (Gilchrest, 1979; Fallowfield et al., 18381).
man, eine verbesserte Fribdiagnostik und eine sichere Unter- pie Melanczyten kbnnen auch atypische Merkmale aufzeigen,
scheidung zwischen Melanomen, deren Vorstufen und anderen wie z. B. unregelmiBig vergroSerte Zsllkerne, insbesondere
harmlosen Hautveranderungen zu erxméglichen (z. B. Fornage et bei chronisch sonnenexponierter Haut (Mitchell, 1963; Fallo-
al., 1993; Schindewolf et al., 1953; Stolz et al., 1951; wfield et al., 1991). Aber nicht nur in der Haut kénnen sich
Marchesini et al., 1%92). Das Elektronenmikroskop wird je- Melanszyten befinden, sondern =z B. aueh im Auge oder in
doch in der modernmen Dermatopathologie niche fir Routineun- Schleimbiuten {(van Duinen, 19847,
kersuchungen eingesetzt, abwoll es seit mehr als drel Jahr-
zehnten detaillierte Informationen dber pathologische Haut- In den Melanozyten wird Melanin produziert, das iber ih-
wverdnderungen liefert (z. B. Mackay und Osborae, 1978; Mackay re dendritischen Fortsdtze zu den umliegenden Keratinozyten

Fapliel: Einleituag 4 : i
gelamgl . em Helanin wird eine Schutzfunktion f4r die DNA Von gréfter Wicheigkeit far die Prognese und Therapie
day Farat ipozyten gegen UV-Strahlung und Toxine, wie freie den Melanoms ist die Eindringtiefe des Tumors. Nach Clark et
faumrptoffradikale, sugeschrieben {Jimbow et al., 1991; al, {19693} werden hierhei folgende Stadien unterschieden:
Merdlund st al,, 1989). Innerhalb der Melanazyten befinden
wich spesielle Elpschlisse, die Melanosomen, in denen die + Bindringtiefe I : Tumorzellen nur in der Epidermis
Melanineynthese svatefindet, Diese Zellbestandteile basitczen
Tyrosinage, ein Enzym, das mitvels Oxidation die farblose + Eindringtiefe II : Tumorzellen durchbrechen die Basalmem-
Aminosdure Tyrosin in das pigmentierte Polymer Melanin um- bran und dringen in das Stratum papil-
wandelt [Seiji et al,, 1961), Ihre GréBe und Form variiert lare ein
powohl zwischen den Tieren unterschiedlicher Spezies als
auch zwisehen Tieren derselben Spezies. Bei den Melanosomen + Bindringtiefe III: Tumorzellen £3llen das Skratum papilla-
unterscheidee man, je nach Reifungsgrad, vier Scadien: wvon re gstellenweise aus und buchten manch-
Stadium I (ohne Melanin) bis hin zum Stadium IV (voll mit mal das Stratum reticulare nach unten
Melanin) ., aus

Wie die normalen Melanozybten sind auch die neoplasti- + Bindringtiefe IV : Tumorzellen im Stratum reticulare

schen Melanoszyten durch die Prdgenz veon einzelnen und nicht

im Werbund auftretenden Melanosemen in uncterschiedlichen + Eindringtiefe ¥ : Tumorzellen in subkutanen Feccgeweben
Reifungszustdnden gekeonzeichnet. Es soll jedoch betont wer-
den, daf nicht nur die Melapozycten die Fihigkeie zur Bildung Diese Einteilung, die sehr wverbreivet ise, hat jedoch
ven Melanosomen besitzen. Auch andere Tumoren, die sich aus einen wesenclichen Nachreil: Sie berdeksicheige nicht den
den der HNeuralleiste entstammenden Zellen, wie =z B. den exophytischen Anteil des Melanoms, der far die Prognose ge-
Sehwann-Zellen und vielleicht auch neurcendokrinen Zallaen nauso wichtig ist. hbgesehen daven ist die Dermis in Abhan-
zusammensetzen, besitzen diese Pihigkeit. Die Melanosomen im gigkeit von Lokalisation und Alter auch noch unterschiedlich
malignen Melanom sind sehr plecmorph und =eigen strukturelle strukturiert [Braun-Falco und Schmoeckel, 1981}, Objektiver
unordnungen. Nicht unerwahnt sollce bleiben, daB der Frimar- erscheinc die Mechode nach Breslow (1870; 1975), wonach die
tumar in seltenen Fallen wvollig melaninfrei sein  kann Invasionstiefe mittels Okularmikrometer bescimmt wird. Der
{amelanotisches Melancml . Tumer wird won seiner Oberfldche oder veom Stratum granulosum
der Epidermis bis zur tiefscrgelegenen Tumorzelle gemessen.
Trotz der vielen Variaticnen, die die Melaneme zeigen, Dieses Verfahren hat sich auch in der Praxis bewlhrt und ist
ceilt man sie Ublicherweise in die vier nachstehenden Hauprc- weltweit Oblich (Kernohan, 189%1; Riwvers und Ho, 1992),

gruppen auf:
Um eine héhere Treffsicherheit der Aussagen dber das Me-
tastasierungsrisike =2u erzielen, E£ahrten Schmaeckel und
Braun-Faleco (1978] den prognostischen Index (PI] ein. Danach
ist PI das Produkt aus der Tumordicke und dem Mitoseindex.
= HNoduladres Melancm (HM) Der Miteseindex zeige die miroticeche Aktivicde im Tumor und
wird als Zahl der Mitosen pro Quadratmillimeber angegeben.

= Superfiziell Spreitendes Melanocm (5SM}

= Lentigo Maligna Melanom (LMM]

= jkral Lentigindses Melancm [ALM)
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Das typische maligne Melanom existiert nicht, weil Gré-
Be, Gestalt, Tiefenausdehnung, Farke und sekunddre Verande-
rungen wie Ndssen, Verkrustung, Errosion etc. einer aufleror-
dentlichen morphologischen Vielfalt unterliegen {Braun-Faleco
und Schmoeckel, 1981). Nach Ackerman und Mihara [19B5) wei-
gen die meisten Melanozyten in der Mehrzahl der malignen Me-
lancme kernatypische Anzeichen auf. Bei der Kernatypie wer-
den alle nicht normalen morphologischen Eigenschaften des
Kerns rusammengefaft, wie die Variation der GrdBe und Ferm,
verfndertes Erscheinungsbild dee HNukleolus etc. Dieselben
Auteren betonen jedoch, daB die Kernatypie ein ganz subjek-
tives Merkmal darstellt und deshalb sehr hiufig nicht repro-
duzierbar ist.

pas S5SM macht etwa 6&0% aller Melanome aus. Bevorzugc
wird dag mittlere Erwachsenenalter und eher das weibliche
Geschlecht. Es kann an jeder Kérperstelle vorkommen.

Im incraepidermalen Teil des $5M Gberwiegen grofie Zellen
mit einer mittelgradigen bis starken Melanisierung. Sie kom-
men in lockerer, nestartiger Formatien ven bis zu zehn Zel-
len vor. Ahnlich sind auch die Zellen im dermalen Bereich:
sie sind polymorph, meistens im Stratum papillare lokali-
siert und treten ebenfalls in HNestern auf, die allerdings
kleiner sind als diejenigen im epidermalen Teil (Clark et
al,, 1986}. Die Dendriten sind deutlich reduzierr oder fen-
len sogar. Dadurch bedingt kénnte eine Kumulatien der Pig-
mentgranula zustande kommen, die zu atdrkerer Pigmentierung
der Zellen £ahrt (Mintz et al., 1993}. Die Form der Zellker-
ne variiert stark: von rund, coval bis hin zu bizarr gelapp-
ten und gezahnten Gebilden, die in allen (bergangsstadien
varkemmen kénnen, Die Kernmembran erscheint deutlich und
zeigt eine scharfe Begrenzung. Chromatin ist hdufig randbe-
tont, der MNukleeclus Oberwiegend prominent. Die Aushildung
mikrovilliartiger Strukturen in den TInterzellularrdumen ist
vorhanden. Mikrovilli sind zytoplasmatische feine Portsatze,
die wvon der unmittelbarer Umgebung abzuhangen scheinen;
ptark melanisierte Zellen weisen weniger Mikrovilli auf. Die
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vorher Mel rm ise  rund 1, wihrend die

ftdbchenform nur ganz selten auftaucht. Hiufig treten abor-
tive Melanosomen in Erscheinung, die 2. B. ring- cder halb-
mondfdrmig sind. Vereinzelt gibt es auch Prdmelanosomen mit
regelrecht lamelldrer Innenstruktur.

Mach Mazur und Katzenstein (1980} weist ein Auftreten
von Mikrovilli in Verbindung mit Zellhaufen und Dendriten-
blldung auf Malignitde hin. Andererseits behaupten sie, dag
isches Indiz fdr das Ver-
liegen eines Melanoms pei. Die Dendritenbildung scheint wvom
Plgmentierungsgrad und auch wvon gewissen Umgebungsfaktoren
abhdngig zu sein. Es wAre ebenso denkbar, daf sie Auadruck
wines Differenzierungsqgrades iat (Paul, 1984).

thre it kein pathe

1.3 Nivuszellndvus (NZN)

Navi sind Pigmentgeschwilste, die angeboren oder erst im
sphteren Leben in Eracheinung treten. Sie konnen an jeder
Stelle der Haut vorkommen und fallen durch besondere Farbe
(Pigmentation oder Depigmentation) cder durch besondere Be-
sechaffenheit der Oberhaut auf. Sind sie einmal entstanden,
dann bleiben sie im allgemeinen nahezu unverdndert bestehen.
©Obwohl nicht zu den normalen Bestandeeilen der Haut gehé-
rend, kommen sie bei fast jedem Menschen vor. Bei den weifen
Eurcpdern wird als durchschnittliche Zahl 15 Havi angegehen
(Fitzsimons, 1984). Bei Menschen schwarzer Hautfarbe sind
die Ergebnisse nicht einheitlich. Nach Coleman (1980} und
Lewis und Johnson (1968) sollen Nivi bei diesen Farbigen in

|l
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gréferer Anzahl vorkommen. Andere Arbeitsgruppen (Pack und
pDavis, 1963; Rampen, 1988) behaupten cher dac Gegenteil.

Es scheint eine gewisse Korrelation zwischen Lichttole-
ranz und Zahl der W&vi zu existieren. Lichtempfindliche per-
sonen gehfren zum Kreis derer, die eine grdBere Zahl an Navi
aufweisen. Allerdings berichten Augustsson et al. (1922} wvon
einem .névogenen®" Effekt des UV-Lichtes. Zeitweise sonnenex-
ponierte Haut hat eine grdBere Zahl an Nivi je Oberflichen-
einheit im Vergleich zur weniger scanenexponierten. Die
niedrigsten Werte jedseh gab es bei chrenisch sonnenexpo-
nierter Haut. Man vermutet hier einen schitzenden Effekt ge-
gen NAvusbildung, &hnlich wie beim Melanom.

Unterschieden werden Pigmentzelln
Hawvuszellndvi.

, organoide Navi und

Nach jahrelangen Diskussionen dber die Histogenese wvan
Mavuszellen setzte sich die Meinung durch, daf sie ebenfalls
aus der MNeuralleigte scammen und mit den Melanozyten eng
verwandt sind. Sie haben das gleiche eleker kroskopi-
sche Bild, die gleichen Organellen und Enzymsysteme wie die
Melanozyten. Im Gegensatz aber zu den spindelférmigen den-
dritischen Melanozyten sind Mavuszellen rundlicher, und ge-
wohnlich fehlen ihnen die dendritischen Fortsdtze (McKee.
1990) .

Pas histologische Bild von Nivuszellen wird mit einem
blaschenfdrmigen, rundlichen oder ovalen Kern mit deutlicher
Kernmembran und kleinem Nukleolus beschrieben. Sie neigen
dazu, in Mestern zusammenzutreten und kdnnen, missen aber
nicht, feinkdrniges Melanin enthalten. Die Zellen haben med-
stens eine rundliche sder polyedrische Form. Mikrowillibil-
dung ise deutlich nachweishar.

Die NAvuszellen werden nach ihrer Grofe und Lage in A-,
B- und C-Typen geteilt ({Miescher und von Albertini., 1935;
Rhodes, 1987). A-Zellen sind meist gref, epitheloid und lie-

qen dberwiegend oberflichlich uncer der Epidermis oder um
Maarfollikeln herum. B-Zellen gind kleiner, liegen meist
tiefer und enthalten selten Melanin. Sie haben eine gewisse
Ahnlichkeit mit Lymphezyten. C-Zellen sind linglich, annlich
wie die Schwann-Zellen und liegen tief im Korium.

Kliniech iee eine Einteilung nach kongenital oder erwar-
ben, papillpomards oder flach, grofi oder klein iblich. In der
llistologie jedech werden sie nach Lage der Zellmester einge-
teilt:

* Junkeienstyp: die Nester liegen nur in der Epidar-

* Compoundbyp : die HNester liegen in der Epidermis
und im Korium

* kerialer Typ: die Mester liegen in der Dermis

Nach Gottlieb und Ackerman (1985) konnen auch in NZN ei-
ne oder zwei Mirtosen gefunden werden. Dies ist insofern wvon
Bedeutung, als das Auftreten von Mitosen oft als wichtciges
wird (t y, 1992).

iterium

Maligni

Erwdhnenswert sind dbrigens die Ergebnigse, wonach die
Navuszellen als Mester nichc frei im Korium liegen, sondern
von einer Basalmembran umschlossen sind (Lea und Pawlowski,
1086) . Dioge Membran Kkann nur wvon Keratinezyten preduziert
werden, wihrend NAvuszellen und Melanozyten diese Fahigkeit
nicht besitzen (Bell et al., 1983; Hu et al., 1957). Nach
disser Annahme zeigten dann Lea und Pawlowski (1986) mit ei-
ner dreidimensionalen Rekonstruktion, daB alle nestfBrmig
aufgebauten Hivi intraepidermal liegen. Hingegen behaupten
¥taar et al. (1988}, daR es gerade die Navuszellen seisn, die
wine solche - allerdings anders aufgeb; - Basal
herstellen. Weitere Zellen aus der Neuralleiste haben eben-
falls diese Pahigkeit, wie =z. B, die Schwann- und Merkel-
Zellen [(McGarvey et al., 1384; Mehca et al., 1885). Danach
kénnen die Nivuszellen bei ihrer Wanderung Richtung Epider-
mig auch im Kerium verbleiben und dort Nester bilden.




£
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1.4 Mitochondrien

pie Mitochondrien, wichtige Bestandteile einer eukaryo-
tischen Zelle, sind als wesentliche Elemente sowohl far die
Energiegewinnung als auch fdr die Acmung der Zelle custdn-
dig. 2u ihren wichtigsten Eigenschatten =zdhlt - neben dem
Besitz einer eigenen DNA und damit selbstindigen genetischen
Information - ihre Morphodynamik: Sie sind in der Lage, sich
zu bewegen bzw. Form und Gestalt zu wverdndern ([z. B. Grobe
und Arneld, 1975; Gaffal und Kreutzer, 1977; Bereiter-Hahn,
1978; Blank und Arnold, 1981; Brand und Arnold, 1988; Rét-
cinger, 1989; Arnold, 198%}. Die Zahl der Mitochendrien pro
Zelle variiert sehr stark, ebenso ihr Volumenanteil.

Gekennzeichnet durck eine duferst hohe Sensibilicac rea-
gieren die Mitochondrien schnell scwohl auf intrazelluldre
als auch extrazelluldre Verdnderungen und Einflasee. Nah-
rung, Arzneimittel und chemische Substanzen beeinflussen ih-
re GréBe und Form (z. B, Gaffal et al., 1%8%; Schwartz et
al., 19B6; Suzuki et al., 1989; Mactfeld, 1990; Venus,
1992). Aber auch pathelegische Zusténde verursachen eine fin-
derung ihrer Struktur {z.B. Wu et al., 1984; Daugherty et
al., 1987; Nickersen, 1987; Katacka st al., 1591; van Ekeren
er al., 1992; Mihatsch et al., 1992}. Dagegen gibt es5 auch
Erkrankungen, wie z, B, beatimmee Formen der Kardiomyopathie,
bei denen die Mitocheondrienstrukeur nicht oder nur wenig be-
einflufc wird (Rowan et al., 19BB; Borgia et al., 1982; Iwa-
ma et al., 1986; Meijer et al., 1991).

Mitochondriale Verdnderungen wie z. B. Cristae-
Modifikationen, abnorme Formen, Matrixeinschlisse, Flachen-
verinderungen wurden in der Literarur zunachst vorwlegend in
Form von gqualitativen Befunden beschriehen (z. B. et
al., 1971; Katacka und Hye, 1986; Sekiguchi, 1974; Maron et

al., 1875). Mit der rischer Me-

theden im biomedizinischen Bereich wird auch den Mitochon-

19 MOr
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morphologischer Befunde immer hdufiger durchgefdhre und ha-
ben in den biomedizinischen Bereichen grofe Bedeutung erhal-
ten {z.B. Itoc und Abe, 1976; 1982; Porslind und
Emilson, 1992; Atkins et al., 1%91; Mayhew und White, 1980:
van Diest et al., 1989). Alle Mefrechniken an Strukturen
werden unter dem Begriff ie fagt. DaB |
gsolche Methoden trotz der Kemplexitdt, die sie zu besitzen
scheinen, ganz elegante und niezliche Methoden sind, zeigen
auch die Publikationen der letzten Zeit, in denen MeBtechni-
ken beschrieben werden, die die Anwendung mederner Hilfsmit-
vol berlcksichtigen (z.B. Lynnerup et al.., 1992; Smolle ot
al., 1993; Masson et al., 1%92; Oberholzer et al., 1987; Pi-
loguet et al., 1891}.

Haug,

Morphometrie bedeutet wortlich Fermmessung. Nach Weibel
(1969) jedoch ist Morphometrie ,die quantitative Beschrei-
bung einer Struktur®, spdter (157%) definierte er sie als
.quantitative Morphiologie; Mescung von Strukturen mic jeder
Methode inklugive Stersologie*. Planimetrie ist die Messung
geometrischer Merkmale von Strukturen in einer zweidimensio-
nalen Darstellung, obwohl die Strukturen selbst dreidimen-
gsional sind [Baak, 1991). Oft wird sie mit eimer speziellen
Bezeichnung versehen, wie z. B, Karyometrie E0r Meccungen an
Zellkernen oder einfach als Synonym zur Morphometrie (wie
auch in der vorliegenden Arbeit}. Als Stereologie dagegen
werden alle Methoden bezeichnet, mit denen quantitative In-
Formationen uber geometrische Merkmale einer Struktur ermbg-
1icht werden. Dabei mufi das benutzte Testsystem um eine Di-
mensien kleiner sein als die Struktur selbst [Weibel, 137%;
Baak, 1991). So werden aus Flichen (zwei Dimensionen) Velu-
aus Linien i{gine Di-

mina (drei Dimensionen} extrapoliezt,

mension} Flachen (zwei Dimensienen) usw,

Im Bereich der Tumorforschung ist der Zellkern ein aus-
schlaggebender Anzeiger E0r den Grad der Entartung einer
Zelle. Kernabnormalirdr wird als wichtiges Charakteristikum
bei der histologischen Differentialdiagnose zwischen benig-
nem und malignem Status benuezt (Ishide et al., 1992; Fleege

drien be Au it Man versucht auch
hier solche Modifikationen zu quantifizieren, um - wie schon
srwdhnt - Objektivitit und bessere Reproduzierbarkeit zu er-
reichen. Flache, Volumen, Form werden hier erfaft und nicht
zuletzt die 2ahl der Orgamellen und Cristae-Linge bzw.
-Augdehnung (Heppelmann et al., 1994; Katacka et al., 1991;
sihah und Sahgal, 19%1; Tashiroc et al., 15%0; Iwama und
Fguchi, 1986; Kayar et al., 158%; Venus, 19%2; Gaffal et
al,, 1982; Madhavi und Jacob, 1992). Dadurch soll eine Un-
terscheidung von Zustdnden erlangt werden,
#ehr schwer méglich ist,

die ansonsten

In der Literatur ist bereits Festgehalren, daf bei glei-
echem Gesamtvolumen viele kleine Mitochendrion akeiver sind
alas wenige grofe (Matt, 1977). Durch das Ansteigen der An-
zahl und Gréfenverminderung der Organellen wird ihre Gesam-
roperfliche, auf der ATP und energieproduzierende Enzyme
reich vorhanden sind, erweitert [Anversa et al., 1371}. Die
ausgedehnte Gesamboberflache ist effizienter far die mite-
chondrialen Funkcionen (Rowan et al., 1588}.

Das morpholegigsehe Erscheinungsbild der Mitochondrien
Ist Ausdruck ihres Energiestatus (Tassin und Brucher, 1982).
Auch  neormale Mitochondrien  verdndern ihre Cristae-
Konfiguration wahrend der unterschiedlichen Energiescadien.

1.5 Morphometrie

Mit dem Ziel, bessere Objektivitadt und Reproduzierbar-

keit zu erreichen, wurden in den letzeen 30 Jahren Messungen

Einleicung 13

Rapitel:

@t al., 1993; Sasaki et al., 19%3). Eines der bedeutenden
#ytologischen Merkmale bei der neoplastischen Differenzie-
rung ist die XermvergréSerung. (berwiegend in dean letzren
Jahren sind Untersuchungen publiziert worden, die Abnormali-
titen der Kerne in den Zellen verschiedener Organe quantita-
tiv erfaften, wie z. B. beim Mammakarzinom, beim Blasenkarzi-
o und beim Ovarialkarzinem (Baak und Derley, 19%84; Baak et
al,., 1985; Foraker und Reagan, 1956} .

Zellen und Zellorganellen sind dreidimensienale Gebilde
mit ceilweise gehr kompliziercen Formen und Orientierungen.
fweidimensionale Ergebnisse, wie z. B. die Measung der Kern-
flache in einem Schnitt, enthalten keine Information dber
die Form und die Grdfe des gesamten Kernes. Das Fehlen der
dritten Dimension 148t sich mit Hilfe von Modellvorstellun-
#gen rekonstruieren. Es werden allerdings Vermucungen ange-
ntellt, die selten realistisch sind. Auch bei grindlichstcer
und gut durchdachter Interpretation sweidimensionaler Resul-
tate, die auf statistigchen Modellen baeruhen, sind die Volu-
menschitzungen der untersuchten Partikel mit Fehlern behaf-
tet. Eine genavere und anspruchsvollere Methode dagegen ist
die Serienschnittechnik (DeHoff, 1983; Parscns et al., 1990;
finrensen, 1982},

1.6 Ziel der eigenen aArbeit

Bislang basieren die Ergebnisse quantitativer Feinstruk-
turuntersuchungen an Melanozyten grundsdtzlich auf der Ana-
lyse ven einzelnen Schnitten. Dabei kamen nahezu immer sta-

tistische Verfahren zur Anwendung. Derart gewonnene Daten



Kapivel: Einleitung 14

Eapitel: FEinleitung 15

kénnen aber ,nur eine Antwort auf die Frage (geben}..., in
welehem Ausmaf oder mit welcher Wahrscheinlichkeit die an
einer Stichprobe gemachten empirischen Becbachtungen
(Unterschiede, Zugammenhinge} verallgemeinert werden didrfen™
{Oberholzer, 1983).

tersuchungsobjekt gestaltet ist, wie =z B. die Melanozyten
mit ihren Dendriten und polymorphen Kernen. Se ist es in der
Regel in Einzelschnitten unméglich, einem Melanszytenprofil
alle dazugehdrigen Dendritenprofile zuzuordnen. Entsprechen-
des gilt auch fdr die Prefile der Mikrovilli. Dieser Umgtand
flhrr zwangslaufig zu MeBfehlern.

Die Stereclogie kann nicht immer UnregelmdBigkeiten der

i Form und der GrGBe analysieren. Die dreidimensionale Rekon-
strukcion erwies sich aber als sehr natzlich bei der Unter-

scheidung von Verinderungen auf ultrastrukturellem Niveauw im

| Falle von Dysplasien (Ishida et al., 1991}. Diese Metheds
igt aber aucgesprochen zeitintensiv und deshalb niche sehr

Wie wiederhoalt gezeige werden konnte (2. B. Arnold und
tiaffal, 197%a; Arnold und Gaffal, 157%b; ARrnold, 1989; Gaf-
fal und Kreutzer, 1377; Gaffal und Schneider, 19B0; Grobe
und Arnold, 1875), sind manche Aussagen zum intrazelluldren
Aufbau nur mit Hilfe der Serienschnittechnik miglich. Es er-
schien deshalb pinnvoll und winschenswert, dieses Erfah-
rungsquc auch bei encarceten Zellen der menschlichen Hauc
anzuwenden.

2l verbreitet.

Bei einigen Uncersuchungen wurde (Baak und Derley, 1984;
Baak et al., 1985; Tosi et al., 19B9; Tesi et al., 1887] die
Standardabweichung benutzt, um Ungleichmifigkeiten des Ker-
nes zu zeigen. Sie ist aber stark abhingig vom Mittelwert,
und deshalb sind Ergebnisse einer solchen Studie nicht un-
2 kritisch 2u betrachten.

Aus der zur Verflgung stehenden Literatur war ersiche-
o lich, daf eine vollstindige Analyse von Melanozyten mit Hil-
fe der Serienschnittechnik noch nicht existierct. Die erwdhn-

te Technik erfordert groBe Geschicklichkeir und ist sehr

zeitaufwendig, trotz aller Bemihungen, sie zu vereinfachen

{z. B. Meyer und Domanice, 1993, Jarvilehta und Harjula,

| 10B6; Gorycki, 1977; Heinrich, 1985) . DeHoff {1983)

\ schreibr: ,The section-by-section analyses Eor tepological

w|| properties is at bast tedicus. At ice worst, whers meagure-

ments of area, perimeter, etc., are required on each [eature

1 on each section in order to estimate distributions, underta-

king a pregram with more than few samples is probably beyond

- 1 human endurance. Solche Analysen haben zwar den Nachteil,
nur wenige Einzeldaten zu liefern (Steer, 1984), dafir aber
den Vorteil. daB es sieh dann um exakte absolute Werte han-
3 delt, an denen die statistische Methodik gemessen werden
kann. Letzteres gilt um so mehr, je unregelmiBiger ein Un-

Kapitel; Argebniss

Autnahmen der Schnitte NWr. 117 (Abb. %] und Hp. 241
labk, 21 durch einen Malanozyten {Zella 1| aus einem u‘u er-
fiziell gpreitenden Melancm. ) i
Abb. 1: Das Zellprofil hat eine rundlich-ovale Ferm wahrend
das Kernprofil eine unregelmifige Form aufweist. Vier Mir.o.-
El‘.ondnqnprefile (Mi} sind =zu erkennen (drai rechts wom
Kern, Glns.ullterhalb ven ihml. Sehr viele Melanosemen [Mz)
;:.md relativ homogen in der Zelle verteilt. Diese Aufnabme
;ﬁﬂt unschwar erkennen, wig aufwendig es ist, Schnict far
:»::!ln%tt_zu verfolgen, welche der isoliert vorliegenden Mi-
mrovilliprofile {Mv) gu welcher der bemachbarten Zellen ge-
hére. Vergrdferung: 17400x
x\bb._z (nichste Seite): In der Mitts des fast runden Zellan-
schaites be det sich der Eern t einer regelmifigen gva-
len Form. Auf diesem Schrict sind ache Mitcchondrienprafile
die unterschiedlich groB sind, zu erkennen, Sie sind alls :n
unteren rechten Teil des Zellanschmnitts zu Einden. Die H;lu—
noscrenprofile sind nicht so zahlreich wie auf dem Schnitt
117, Ihre lamellars Struktur bereitet Schwierigkeiren bei
der u:}uersche:dung von den Mitochondrien. Das giic wvor allem
| fir die Anfangs- bezw, Schlufiprofile. Erst durch das lieran-
| :_mhen vorheriger bzw. nachfelgender Abbildungen isc eine
e:nvlmndfreie Identifizierung méglich, ER: endoplasmarischag
Reticulum; ko: Kollagen. VergréBerung: 26700x :
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EM-Aufnabmen der Schnitte Nr. 91 (Abb. 11) wund HNr. 183
(Abb. 12) durch einen Melanozyten {2elle II} aus einem su-
porfiziell spreitenden Melanom.

Abb. 11 {vorherige Seive): Auf diesem Schnicc hact das Kern-
profil (K} eine fase runde Form (FF 1: 0,89). Die zahlreich
vorkommenden Melanosomen (Ms) haben uncerschiedliche Innen-
strukrur und befinden sich in uncerschiedlichen Reifungssta-
dien. Rechts unten ist ein Solgi Apparat (GA) und Teile des
endoplasmatischen Reticulums (ER) zu sehen. Die Zelle weist
sehr wiele Mikrowilli (Mv) auf; bei manchen Schalvtprofilen
nehmen sie etwa 50% des Gesamtumfanges {dr sich in Anspruch,
wihrend ihre Fliehs nur 10Y der Gesamcfliche des encaspre-
chenden Schnitces encspricht. Dieser spezielle Schnitt ke-
legt {links oben), daf die Mikrovilli wverzweigt sein kénnen.
P: Kernporen; ka: Kellagen, VergréSerung: 19000x

Abb. 1Z: Auffallend ist auf diesem Schnivr die bizarre Form
des Kerpprofilg; sein Formfakror (FF 1) betrdgt nur 9,41,
Die Mitochendrieaprofile (Mi) sind deuclich mehr als in
Abb. 11 und eler im oberen Teil des Zellanschnittes lokali-
siarr, Vergréfarung: 13300x

Eapicel: Ergebnigse 53

3.3.2 EERY

Der Kern dieser Zelle erstreckt sich dber 147 Schnitte
und erreicht damit in Schniterichtung eine Ldnge (L) won
ca. 10 pgm. Er ist fast halb so lang wie die Zelle selbst.

pDer Kurvenverlauf seiner Profilflichen (Diagramm 5) ist
ziemlich gleichmafig. Auch der Tiefpunkt im Verlauf dar
Zell- und Mitochondrienprofilfldchen auf dem Schnitt mit der
Hummoer 137 hat keine Binwirkung auf ihn. Er beginnt auf dem
Schnite mic der Nummer 20 und steigc langsam an bis zum
Schnitt mic der Hummer 58, wo der Fl&chenwert knapp 15 um:
erreicht. Dieser Wert wird in etwa bis Schnitk 122 beibehal-
ten, worauf er wieder langsam abEallt.

Foemfaktor (FF 1)

o

Schritinummer |

Diagramm 6: Der Formfaktor (FF 1) der Kernprofile in Ab-
hingigheie von der Schnittcnummer (Zelle EI).




Kapivel: FEroebnigge 56
| 140
10
| 1w
E
| 2™ -e
| = b\
§ ot *
LR 8
| | Pl
| 0
| ? s,
[ = i b
i J e
a‘-. .l
: 8 8 5 8 § 3 8 ¥ 5 8 &
'“g“"aaaaes}zﬂﬁi&

i Schréitinummer

Diagramm 9: Fl&che der Zellprofile der Zelle III (Melanozyt
aus einem 55M). Es sind die Mictelwerte von in der Regel
zehn Schnitten gegen die jeweiligen Schnittintervalle aufge-
eragen.

3.4.2 KERW

Der Kern dieser Zelle erstreckt sich dber 151 Schnitte.
Das entspricht einer Linge im Schnittrichtung wvon otwa
11 wm. Damit ist er gut halb so lang wie die Zelle selbst
{siehe Diagzamm 10).

Eapitel: Ecgeknisse &8

Eapirel. Ergebnisse £1

Abb. 21 und Abb. 22 {nichste Seite)

EM-fufnabmen der Schnicte Hr. 6% (Abb. 21) und Ny, 132
(Abb. 22) durch einen Melanozycen (2elle III}) aus einem su-
perfiziell spreicenden Mzlanom,

Abb. 21: Das Zellprofil hat eine fast viersckige PForm mit
einem kurzen Fortsatz und das Kernprofil ist shar oval, Es
gibt nur wenige Mitochondrienprofile (Mi) auf diesem Schnitt
und die Melanosomen (Ms) sind night so zahlreich wie bei den
Zellen [ und II. VergréSerung: B200x

b, 2 In diesem nahe der Kernmitte liegenden Schoitt sind
die zwei Zellfortsicze gectroffen, die den kernhaltigen Teil
einer Nachbarzeile umschlieSen. Der Kern weist drei Invagi-
navionen (I} auf. In seinem Mictelpunkt ist ein Hukleclus
\t) erkennbar. Gegendber ven den swei gréferen Invaginatiao-
nen befindet sich eia Golgi Apparat (GA}P und um ihn herum
zanlreiche Mitechendrien. Zwei Melanoscemenansammlungen sind
im recheen und eine im linken Fortsaez deutlich erkennkar,
Einzelne Mazlanosomen sind in der ganzen Zelle vwerteilt. Mi-
krovilli {Mv) sind auch hiser deuclich zu sehen. ER: enda-
plagmatigches Retieculum; P: Kernporen. VergrdSerung: B8200x
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Diagramm 10: Flache der Kernprofile der 2elle III. Ebenso
wie in Diagramm 9 gind auch hier die Mittelwerte aus mehre-
ren Folgeschnitten aufgetragen gegen diese Schnittinterval-
la.

Die Kernanschnitte haben eine Gesamcflache (ak) von
4730 pm’. Dag enceprieht einem Velumen (Vk) wvon 331 um' und
somit einem Volumenanteil (¥Vz) wen 29,3%. Verglichen mit
den anderen der hier untersuchten Zellen besitzc diese den
verhdltnismdfig gréBten Kern. Der Gesamtumfang (Pk) betrig:
fast 4137 um und die daraus errechnete Oberflliche (0k) fast
280 ym’ [siehe Tabelle 8).

Der Formfaktor (FF 1) variiert wviel stlrker als in den
beiden vorerwdhnten Zellen und zwar =zwischen 0,95 und 0,23
ibiagramm 11} mit einem Mittelwert und einer Standardabwei-
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die

3.5.1 ZELLE

ie

Diese Zelle ist mit 347 Schnitven {Abb. 21 und 32} in
Schnittrichtung 24 wum lang. Der Furvenverlauf ihrer Flache
pro Schnitt {Diagramm 15} weist drei ,Hauptpeaks* in Eolgen-
den Bereichen auf: zwischen den Schnitten mit den Nummern 22
und 33, zwiachen 210 und 240 und schlieBlich zwischen 295
und 310. Sie kommen unter anderem dadurch zustande, daf die
Zelle infolge ihrer unregelmdfig gewundenen Form sowahl |
senkrecht (mittlerer Bereich) als auch parallel zur langen I
Achse geschnitten wurde (siehe Sterechilder Abb, 33 bis 40). |

|

file sind zur

ienpro

handr

hung um den Faktor sechs vergrdfert worden, Hier verliuft nur die Ge-

itoe

Mit einer Gesamcfliche (Az) vom 6932 pm’ und cinem Ge-
samtumfang (Pz) von 17443 pm erreicht die Zelle ein volumen
(vz) von 485 pm’ und eine Oberflache (Dz] ven 1221 am®, Das
Oberflichen-Volumen-Verhiltnis ist dasn  (0z/vz) 2,5 pm! : s
(sishe Tabelle 107, i

tile
nd proportional zur Fliche der Zellpra-

‘Schnittnummer

Gamnmzflicke der Miteshondriznprofile
lache der Zell- und der Hernprofile sow:

flache der Mitcchondrienprofile in den einzelnen Schaitten durch die Zelle IV

eliprofile
ie ¥

Fliche der Knrm

t d

enprofile

Fliche da;

iagramm zeig

2 8 ® B R &g £
cwrl Ut el

{Hivozyt aus einem N2ZH). Die Werte der GesamtEliches der M

Vardeutlic
samtfliche der Mitoel

Diagramm 15: Das D
Eile,

Gesam!

- T " - I R
— ..-lll‘llllll.h- . ._.--t---.-iI]I;lullllllllll‘IIIILLh
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tvorherige Seite) und jibb. 32
n der Schnitte Nr. 275 (Abb.
durech einen Wivezycen {Zelle IV}

Dac Zellprofil weist einme cher dreieckige Form auf,
wahrend das Kernprofil sher rundlich ist. auffallend isc die
randbeconte Vercsilung des Ch cins im ¥ern (K). Viele der
tzlanoscman (Ms) nd nur teilweise melanisiert. P: Herngo-
ran; ko: Kollag VergroBerung: 26700x

Abb. 32: Relaciv wenige (18) Schnitte weiter ist der Form-
faktor (FF 1) des Kerns wvon 0,86 auf 0,84 gesunken
[} gramm 16), was sich in den wesentlich unregelmifigeren
UmriB des Kernanschnitts widerspiegelt. Die dreleckige Form
des Zellprofils ist erhalten geblieben, Mikrovilli (Mv) sind
zahlreicher worhanden und ein Golgi Apparat (GA) istc sicho-
bar {eben rechts}.

VergréSerung: 11300x
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ZELLE
n 497
L um 34.8
Az o 6914
Vz ur 484
Pz um 15351
0z um* 1075
0z/vz wm 2,2
EERH
n 158
L o 11,1
A 1527
IS 107
i3 23,1
Pk wm 1847
OK Hm’ 129
FF 1 0,80:0,13
EN
126
202
13
1,32
1%
vim/Ve i3 2,3
Pm pm 2526
9!1: pm 177
Kom ivia)
(eI pum” 156
O mfvIm I 18,3
d pm 0,26
i) am T, 33
|
T ipm 0,07
Yergréferung | 16600

Tabelle 4: Ergebnigse der Zelle I

(Melanezyt aus einem S5M]
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3.3 Zelle II

3.3.1 GZBELLE

Diese Zelle ise in Schnitcrichtung, mit 300 Schnitken
(gighe Abb. 11 und 12), 21 pm lang Sie ist ungefdhr keu-
lenformig, wobei am Keulenstiel seitlich noch ein knotenar-
tiger Auswuchs sitzt (eiehe Sterescbilder Abb. 13 bis 20).
Der Kurvenverlauf ihrer Fldche pro Schnict hat zwei Maxima.
Das erste Maximum liegt im Bereich des Kerns (dickes Keule-
nende), das zweite im Bereich der Schnitte 180 bis 210
(seitlicher Auswuchs). Dazwischen gibt es einen Tieipunkt.
der auf dem Schnict mit der Mummer 137 liegt (siehe Dia-

gramm 5) .

Die Gesamtfldche ([Az) der Zelle berrlge 12506 #m’. der
Gesamtumfang (Pz) inklusive Mikrovilli 22316 gm. Daraus er-
rechnet sich ein Velumen {Vz) von 875 gm’ und eine Cherfla-
che (0z) wvan 1562 pm’. pag verhdltnis Oberfliche zum Valumen
(0z/vz) ist dann 1,8 un = (siehe Tabelle 6}.
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ZELLE ]
n 300
L um 21,0
Az um* 12506
Wz um” 875
Pz um 22316
Dz pum’ 1562
0z /vz um 1,8
n 147
L um i6,3
Ak ™ 1589,
Vi m 1i§
Vk/Vz v 13,6
Fk 1850
ok 153
FF 1 0,85:0,13

HITOCHONDRIEN

Ty 183
Am o 356
m um” 18
Fum I,31
v'm e 14
WV mivz i3 1,6
Pm pm 3546
om pm 248
Kom 1,11
arm pm 276
o m/Vim lpm ™ 30, 1]
d ipm 0,23
D fum 0,34
T L 0,07
VergréBerung 14600

Tabelle 6: Ergebnisse der Zelle IT (Melanozyt aus einem SSM)

Eapitel:; Ergebpisge 65

Bei dieser Zelle wurden die Werte in der Regel dber zehn
Schnitte ogummiert und diese Zwischensummen addiert. Diese
Messungsart hat allerdings den Nachteil, daf fir die Dia-
gramme die Mittelwerte der EZwischensummen eingetragen werden
missen und nicht die Einrelwerte, wie es bei den anderen
Zellen der Fall ist.

3.4.1 ZELLE

Um die Zelle ganz in Scheiben zu =zerlegen waren 267
Schnicte {siche Abb. 21 und 22) notwendig. Sie isc somit in
Schnictrichtung fast 19 um lang. Die Kurve ihrer pro Schnit-
tintervalle gemicrelten Profilflichen weist einen Haupcpeak
zwischen den Schnitten mit den Nummern 94 bis 152 auf
(Diagramm %), In diesem Bereich ist auch der Kerm lokali-
siert (siehe Sterecbilder Abb. 23 bis 30).

Die Gesamtfliche {Az} ist 16153 um’ grof, was einem Vo-
lumen (Vz} won 1131 gm’ entspricht. Damit ist sie die gréSte
Zelle, namlich mehr ale doppelt so grof wie die Zellen I und
IV. Der Gesamtumfang (Fz) von 17227 um Edhrt zu einer Ober-
fliche [0z) von 1206 pm’. Das £dhrt zu einem Verhaltnis von
Cberflache zum Volumen (Oz/Vz) wvon 1,1 Mm" {siehe Tabel-

le 8).
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ZELLE

n | 267
L um 18,7
Az um® 16153
vz um’ 1131]
Pz um 17227
Oz i’ 1206
0z /Vz m A
n ] 151
L um 10,6
Rk pm® 4730
Vi I 331
VR fVz ¥ 39,3
PR fum 4137
Ok

FF 1

g

A

Vm

Kvin

Vim

V'm/Vz i3 3,9
i i

[Pm um 8040
{Bm um 564
hﬂm 1,13
o'm i 636
BTmivm e 11,3
d i 0,32
D am 0,34
T um 0,07
Vergrdéferung 10250

Tabelle 8: Ergebnisse der Zelle ITT (Melanozyt aus einem
55M)
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ZELLE

n

L m

Az um

vz ]

Bz wm 17443

oz e 1221

oz/va e 2,5

n I 137

L e .6

Ak i 1316

i pm’” 92!

kv 13 14,0,

vk w77

Gl o’ 117

FF 1 | 0,81:0,16;
WMITOCHUNDRLIER

33

2177
152
F R

0,37

“e,07
Vargroferung 14600

Tabelle 10: Brgebnisse der Zelle IV (Nivozyt aus einem NIN}
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Abb. 23-24 (5. 76), 25-26 {S. 77} und 27-28 (5. 78):
Ster e der 3-D-Rek ruktion der Zelle III (Malanozyt
aus einem SSM). Das Medell ist in sechs verschiedenen, senk-
recht zueinander stehenden Ansichten prisentiert. Besonders
beim Vergleich der Abb, 23-24 mit Abb. 25-26 und 29-30 wird
klar, daf es sich bei den den kezrnhalbigen Teil der Nachbar-
zelle umhillenden Fortsitzen dieser Zalle (siche Abb. 21} um
flachige Gebilde handelt, erhdlt man einen deugli-
chen Eindruck davon, wie sehr es ven der rdumlichen Lage
[bzw, ven der Lage der Schnittebene durch derarcige Zellen)
solcher bizarr gestalteter Zellen abhéngt, welcher Zell-
bzw. Schnittumrif zur Charakrerisierung dieses Zelltyps in
Erscheinung trike.

Abb. 29-30 (8. 79): Teilrekonstruktion im Bereich der
beiden Kernhdlften (Zelle III). Man beachte die Invaginatio-
nen der Kerncberfliche, die f0r die kleinen Werte des Form-
Eaktors (FF 1} verantwortlich sind.

Eapitel: Ergebnisse £2

Abb, 33-34 {5. 90), 35-36 (8. 91} und 37-38 (8. 92):
Sterecpaare der 3-D-Rekonstruktien der Zelle IV (Navozyt aus
einem MZN) in sechs verschiedenen senkrecht zueinander ori-
entierten Ansichten. Es handelt sich um eine lingliche, ver-
dreht sinusférmig gebogene Zelle, deren exzentrisch gelege-
ner Kern mit in eine der Zellkrimmungen einbezegen ist.

Abb. 39-40 (5. 93): Teilrekcnstruktion im Bereich der
Eernmitte (Zelle IV].
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3.6 villi r
i
Zelle I | Zelle IT | Zelle III | Zelle IV |
Bei Stichproben an einzelnen Schnitten wurde festge- -\-'; 5l um’ 484 8BTS 1131 483
stellt, dag die Mikrovilli zwar mehr als 50% des Gesamtum- E e 1
fanges des Zellprofils ausmachen kdnnen, das auf sie aber Voo pm’ 460 859 1153 499
weniger als 10% der Fliche des Zellproafils entfallen. Um %
diese starke Oberflichenvergrdferung exakter zu ermitteln, Oz mer pm” 1075 1562 1206 1221
wurden die Computer-Rekenstruktionen zur Hilfe herangezogen. :
> e Oy pm’ 442 564 941 468

Wie schon erwdhnt (5. 33), muBte bei den Rekenstruktic- |

ip 2,4 2,8 1,3
nen auf die Wiedergabe kleinerer Formverdnderungen wie die .
Mikrovilli verzichtet werden, Dadurch stellen dic Reken- (TS um* 107 119 31 9%
strukticnen nur den .Grundkérper® der Zellen chne die Mikro- .
villi dar. Da mit Hilfe des Programms ANAT-3D auch die Volu- L. pm* 107 121 338 50,3
mina und die Oberflichen der rekonstruisrten Grundkérper er- AR
rechenbar esind, 1&8t sich aus den Vergleich der mit O mer um’ 129 128 290 £5d
{.Morphomecrio*} und ohne Mikrovilli erhebenen Werte der
3 ol o 129 129 275 116
Faktor abschitzen, um den die Zelloberfliche auf Grund des % L [
Mikrovillinesatzes vergréfert wird. Alle diese Daten werden ' R
in der Tabelle 11 wiedergegeben. Um die Qualitdt der Compu- Tabelle 11: Gegendberstellung der auf zweierlei Weise (1 und
ter-gostitzten Berech ode zu kontrollieren, wurden 2) bestimmten Werte £dr die Volumina und Cherflichen der un-
auch die Velumina und die Oberflichen der Zellkerne mitbe- tersuchten Zellen und ihren Eernen, 1) mor: mit Hilfe des
stimmb. Da die Kernoberfliche keine mikrovilliartigen Aug- halbauromatischen Bildanalysensystems MOP unter Verwendung
liufer besitzt und im Vergleich zur Zelloberfliche relatiw aller Schnitte; 2) rek: mit Hilfe des Programms ANAT-3ID un-
glatt ist, dirfren bei Gleichwertigkeik der beiden Methoden ter Verwendung jedes finfEten bis zehnten Schnittes. Man be-
keine grdBeren Abweichungen zwischen den Werten auftreten, achte die gute Ubereinstimmung der Kern- und der Zellvolu-
Auch dies wird durch die Daten in der Tabelle 11 belege. men-Herte. F: Faktor, der zeigc um wieviel die Zelloberfld-
chen durch das Vorhandensein der Mikrovilli verqréfert sind
Es wird deutlich, dab der Mikrovillibesatz der zellen I, (F= O nord Oz rex) - Weitere Erlauterungen im Text 5. &4
I1 und IV zu einer VergrfBerung der Oberfliche um mehr als
das Deppelte fihrt. Bei der Zelle III ist die Oberflichen-
vergrdBerung trotz der Existenz von Dendriten nicht so hech;
das liegt daran, dat hier weniger Mikrowvilli ausgebildec
| sind (vergleiche Abb, 21 und 22}.
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ZELLE I ZELLE II
Werte im ganzen Kernbereich Werte im ganzen Kernbereich
]
zelle Hitochondrien Profile Zalle Mitochendrien Frofile
Plache [,um’: 4152 118,39 Anzahl 1191 _Flache (gm’) 6797 148,8 Anzahl 1819
hnteil (%) 60,1 58,8 Anceil (%) 54,1 i Anteil (%) 54,4 58,1 fAneeil (%) 59,5
|
Werte in Teilbereichen der Zelle Werte in Teilbereichen der Zelle
T T | | 7
Beraich| FF 1 Profile| Az Hyoun Ak Ak/Rz | Em/Rz Bereich| FF 1 Profilel Kz | N Ak | Rx/Rz | Am/Rz
6-163 0,81 | 7,6 26,4 28,8 9.7 36,7 2,9 ‘ 20-166 0,85 12,8 46,2 27.3 11,6 25,40 2,2
16-152 0,82 7,9 27,8 28,3 10,9 7,9 2,8 10-155 Q.87 12,9 46,9 27,5 131 28,9 2,1
S 26-142 0,83 &,3 29,4 28,2 11,9 40,0 2,7 | 40-145 0,88 12,2 47,13 25.8 14,0 31,0 2,0
- q6-122 | 0,85 3,6 32,7 | 28,4 | 13,6 | 41,8 3,0 55-130| 0,88 | 13,3 | 45,4 | 26,9 ! 15,2 | 31,0 2.1
36-96 0,BB 8,2 31,8 25,8 14,2 44,4 2,8 113-143; 0,79 7,2 34,1 21,1 13,0 33,1 1,4
max 15,0 37,7 85, % 17.5 48,5 5,6 mazx 0,96 22,0 60,5 49,3 17,9 45,8 4,6
i : I ;
x 5,0 13,9 | 35.3 9,7 22,1 2,30 x 0,85 11,7 11,7 28,1 11,6 13,6 | 1ev |
i i i
Tabelle 18: Ergebnisse aus Teilbereichen der Zelle I Tabelle 1%: Ergebnisse aus Teilbereichen der Zelle II

(Melanomzelle] . Erliuterungen cishe Toxt 5. 104F {Melancmzelle) . Erliuterungen siehe Text §. 104f.
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ZELLE III ZELLE IV
Werte im ganzen Kernbereich Weree im ganren Kernbersich
Zelle Mitochondrien I Profile Zelle Mitochondrien Profile
Flache {um’} 13B96** 663, 0 Anzahl 3514 Fliche (um’} 2433 136,5 Anzahl 1127
anceil (¥) 86,0 | 84,4 anteil (%) 84,9 Anreil (%} 63,9 67,8 Anteil (%} 66,0

Werte in Teilbereichen der Zelle _Werte in Teilbereichen der Zelle .
I i ! i !
Beraich| FF 1 FProfile| Kz . Rx Rk/Rz | AmiRz Bereich|{ PP 1 |Profile| Kz Bz Ak
: 51-194 0,58 24,8 §5,2%* 25,8 31,3 q,.67T B-144 32,6 26,1 L
102-111 0,38 24,5 114,2 21.5 45,7 40,0 3.5 28-133 0,80 8,9 34,4 25,8 10,% 11,5 1,1
max 0,97 44,0 122,86 48,9 28-93 0,92 9,0 29,6 30.4 10,2 35,0
x 0,58 | 22,3 | 60,5 37,2 3,2 e | sager 16-93 0,92 8.8 29,8 23,58 10,0 34,0
Tabelle 20: Ergebnisse aus Teilbereichen der Zelle III 8-70 0, %4 8.7 25,1 33,3 9.3 32,1
{Meolanomzelle) . Erlduterungen siehe Text 5. 104F.
max 0,97 18,0 5z,0 78,7 15,8 43,7
++: Baereich zwischen Schnittnummern 53 und 192 (Kermbereich
ist 51 bis 194) x : 0,81 5.5 20,0 27,5 9,7 1%, 0

Tabelle 21: Ergebnisse aus Teilbereichen der Z2elle IV
[Havuszelle). Erlduterungen siehe Text §. 104F,
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] I II 111 v
e Diskussion
ZELLE
i i
n 497 267 347
Vz e FEL 1131 485
1075 1206 1221
g:;v: i:" 3,33 1,07 3,53 4.1 Zellen
i
i i | i i
n i 158 47 1 151 137 5 g 5
1 Die untersuchten Melanozyten zeigen relativ wenig Ahn-
167 iig 331 EF) lichkeiten in ihrer Form. Es zeichnet sich ab, daf die va-
22,1 13,6 29,3 19,9 rianilirdt der Zellfermen in diesen zwel Sorten entarteten
Gewebes grdfer ist als bislang erkennbar, Die 3-D-Rekon-
129 129 280 1;; struktion der Zellen zeigt, daf ihre Form sehr kempliziert
1]“;: jj‘i; 1?;2 1?39 ipt. Es ist deshalb fraglich, ob es sinnvoll und natzlich
1 ist, sie in die von der Literatur genannten Kategorien ein-
a ao;_u,né 0, 854D, 13 0,5840, 21 0,8140,16 zucrdnen. Bei wvielen Autoren werden zwei Haoupttypen erwdhnt:
0,72 i 0,47 0,59 a) ppindelférmig und D) epitheloid oder pelygenal (=, B, Cur-
i i zan und McCann, 1%76; Erlandson, 1987) die laur lichtmikro-
I(:I'I.'DCHDIIDRIW : ! | skopiccher Befunde gowchl in MElanom: ala aueh in N2H-Geweba
vorkommen. Daneben gibt es auch wviele andere Kategorien
i 136! 193] a4 141 (2. B. Lund und Kraus, 1962; Rhodes, 1587), die eher die gro-
e Formvariabilitdt zum Ausdruek bringen, als nitzliches
Vim 14 18 55 T4 HilEsmittel fir prognostische Aussagen zu sein.
Vim 11 14| ad 11
vm/vz 2,3 1.6 3.5 2.3 s
T 1673 I8 15,3 13,0 Allen untersuchten Zellen gemeinsam war jedech das Vor-
handensein von Mikrowilli. Diese waren weniger stark ausge-
i wm” 177 248 563 152 pragt in der Zelle 11I; dieser Melanozyt besaB im Gegensatz
a'm am 196 276 618 17l zu den Zellen deutliche Dendriten, und die Adhdsion
0'm/Vm um A A% 18,3 sk zu den benachbarten Zellen war viel stdrker. Die Melanosomen
i i 5TEE b5 CHEY] [ dieger Zelle waren auch nicht so zahlreich wie bei den ande-
ron. Wie schon erwdhnt (5. &) vermuten Mintz et al. (19593},
Tabelle 22: Vergleichende Gegenuberstellung der Ergebnisse daf das Fehlen der Dendriten zu einer starkeren Pigmentie-

aus drei Melanozyten (Zellen I-III) und einem Nivozyt

rung der Zelle fOhre, wihrend die starke Adhdsion eine frithe
(Zelle IV),
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Man erhdle in baiden Fillen den gleichen Wert Edr den Para-
wEEET My, Obwohl in einem Fall lediglich eine Struktur,
im anderen jedoch vier varliegen.

2. Fall: Man vergleicht die vier vorerwdhnten 2ylinder
mit einem Zylinder kleineren Durchmegsers d (d=2r). Analog
2u den vorherigen Oberlegungen gilt nun:

1 1
Wanmsm = (2}
A' nr

Aus den Gleichungen (1) und {2) folgt:

Hain rni
Ham rm

;
V1 S
o

und weil r kleiner als R ist, ist auch My, niedriger als
' wm . Dies wirde bedeuten, daf die vier Zylinder in kem-
pakterer Form vorlidgen als der einzelne.

Abgesehen wvon dem Versuch, dag Chondricm dber die numme-
rizche Flachendichte zu charakterisieren, hat man (z. B. Mad-
havi und Jacob, 1992; Cherholzer, 1583; Loud und Aaversa,
1784) mit der gleichen Abgsicht noch andere Bezugsgrdfen er-
mittelt. Solche Parameter wurden eingefuhrt, um die Morpho-
logie der Chondricme m3glichst anhand einzelner Schnitte zu
peschreiben. Die Existenz der Serienschnitte ermdglicht es,
die definitiv £ir die einzelnen Zellen ghltigen Werte zu be-
stimmen, was aber nicht heifit, daB dadurch die oben erliu-

terten Fehlerguellen aucgeschaltet wirden. Die Obersichrli-
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Haimem numerische Flichendichte {Anzahl der Profile je

100 gm” Mitachendrienflache)
Rpt mittlere Flache der Profile (in am’)

Maniz ¢ numerische Flichendichre (Anzahl der Profile je
100 uw’ Zellfléche)

By gz numerische WVolumendichte (Anzahl der Profile je
100 um' Zellvolumen)

A Hagpm Produkt aus Ay und Mgz
Oyixszs: Micochondriencberfliche je 100 pn:l) Zellvolumen

Die Mitochondrienprofilflache scheink, wie aus den Dia-
grammen zu ersehen ist (siehe Kapivel Ergebnigge), in gewis-
ser Korrelation zu der Zellfllche zu stehen, wahrend zwi-
schen der Mitochondrienprafilfléche und der Kernflache kein
zugammenhang =u erkennen igst (bescnders deuclich in der Zel-
le ITI, Diagramm 5). Dies bedeutet, daf das Chondriocm in den
untersuchten Zellen mehr eder weniger homogen verteilt ist

Es gibt bis jetzt aus der bekannten Literatur keine
quantitative Daten Ober Mitochondrien in der Melanozytenfor-
sehung. Man beschrankce sich auf Angaben wie: sehr viele,
zahlreich etec., wobei man cher die Anzahl der Profile be-
schrieb als die Anzahl der Mitechondrien selbst B, Ze-
lickson, 1962; Curran und McCann, 1576). Es soll an dieser
Stelle nochmals betont werden, da& eine gréfere Zahl won Mi-
erochondrienprofilen nicht immer eine gréBere Zahl einzelner
Individuen bedeutet. Ein Grund for fehlende quantitative Da=
ten ist mit Sicherheit der groBe Arbeicsaufwand und die
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che Zusammenstelluny derarciger Daten (Tabelle 23} zeigt,
daf wvor allem wieder die Zelle III die deutlichsten Unter-
schiede zu den anderen Zellen aufweist. Angesiches der durch
die Analyse der Serienschnitte ermdglichren rusiczlichen In-
formationen zum Aufbau des Chondriems wird klar, wie wenig
die aufgelisreten Daten z. B. Gber die mannigfachen Unter-
achiede aussagen, die auch zwischen den Zellem I, 1T und IV
festgestellt wurden.

Zelle I ! Zelle II Zelle IIX ‘ Zelle IV
:

in 126 193 a4 | 143
N i 2201 3092 41490 1707
Hin, 17,5 16,0 49,3 11,8
My 10,9 1 12,1 | 5,3 8,5
ihp 0,09 - 0,08 0,19 _: 04,12 :
éﬂ.ﬂ.m i 35,3 28,1 37,2 27,5

[T 26,40 22,1 7.3 29,5
At Moz 3.2 2,2 i 7.1 2.3
Ouirs 40,5 | 31,5 56,2 5.3

Tabelle 23: Quantitacive Daren zum Mitochondrieninventar
von drei Zellen aus Melanomen (Zelle I bis III) und ei-
ner Zelle aus einem Navuszellndwus (Zelle IV).

Kapitel:

Storanfilligkeit einer EM-Untersuchung. Auf der anderen Sei-
te isc sehr fraglich, ob Morphometrie fir Strukturen der
G der Mitochondrien bel dickeren Schnitten, wie
sie kel lichtmi tblich aind,
ginnvoll ist und aussagekrafrige Ergebnisse lieferc. zusacz-

schen Unter.

lich kommt noch die Schwierigkeit hinzu, Formen mit Zahlen
besechreiben zu missen, Hier bistet nacirlich die dreidimen-
sionale Rekonstruktion sowohl der Mitechondrien ale auch der
ganzen Zelle eine bessere Méglichkeit, sie darzustellen, Der
Zeitaufwand ist aber so groR, daf man die Anzahl der unter-
suchten Zellen noch mehr einschrinken widBte. Man versucht
aus diesem Grund immer wieder, durch den Binsatz von Compu-
tern solche Probleme zu bewdltigen (z, B, Rambourg und cCler-
mont, 19%0; McLean und Prothero, 1%91;
1991) .

Keri und Ahnele,

NHach der Einteilung menschlicher Melancme in zwei Typen
fanden Klug und Gincther {1972} auch Untercchiede bei den Mi-
tochondrien des jeweiligen Melanom-Typs. Danach waren zwar
die Struktur der Cristae und die Prefilform unterachiedlich,
nicht aber die Anzahl der Mitochondrienprefile. Langer ot
al. [1990) stellten fest, daB im Vergleich zu 55M-Zellen die
NZN-Zellen weniger Mitochondrien enthalten, Diese Faststel-
lung stimmt nichr mit den Ergebnissen der wvorliegenden Ar-
kbeit dberain. Wie in der Tabelle 22 zu sehen ist, besitzc
die NIN-Zelle mehr Mitochendrien (141) als die SSM-Zellen
Zelle I und IIT (126 bzw. 84). Bei den untersuchcen Zellen
wurde auch festgestellt, daf die Variabilivdr sowochl der
Chondricmwolumina in der S$SM-Zellen als auch deren Anteile
am 2ellvolumen schr groB isct. Ebenso belegt ist, daf die aAn-
zahl der Mitechondrien pre 2elle und die Mitechondrienpro-
filzahl pro Zellangehnitt kein Unterscheidungemerkmal in den
beiden Tumorgruppen darstellen. Lediglieh die einzelnen Mi-
tochendrien waren in den SSM-Zellen linger und stdrker ver-
zweigt als die Individuen der HNIN-Zelle. Diege Tavsache
konnte allerdings nur durch die Auswertung der gesamten
Schnitte Eestgestellt aber mit keinem der bekannten Parame-
ter zum Ausdruck gebracht werden.

pigkugssion 125




Eapivel: piskugsion L2

Eg 14fr sich folgendes feststellen: Die grofie Variation
der Ergebnisse innerhalb der einzelnen Untersuchungen lassen
keinen direkten Vergleich miteinander zu. Es gibt wviele
Grinde fir diese Diskrepanz. Paumgartner et al. (1981) fan-
den, daf z. B. bei einer EndvergréBerung von 1390.900 : 1 die
Werte fir Cberflichen- und Volumendichee im Vergleich zu ei-
ner Endvergrdferung von 18.000 : 1 um den Faktor drei gréBer
sind. Dae ist nicht besonders verwunderliech, wenn man an die
UnregelmiSigkeir biologischer Strukturen denkt (siehe auch
Mandelbrot, 1977; Cross et al., 1993). Dadurch sind elektro-
nenmikroskepisch gewonnene Ergebnisse nieht direkt ver-
gqleichbar mit Befunden lichemikroskopischer Priparate
{geringere Aufldsung, kleinere VersgrdSerung). Aber auch die
Auswahl und Anzahl der auszuwertenden Schnivce cpielen eine
nicht unbedeutende Rolle. In den unterschiedlichen Teilbe-
reichen einer Zelle variieren die Verhdltnisse und somit
auch die morphemetrischen Ergebnisse sehr scark (sieshe Ta-
bellen 18 bis 21}. In den mehr oder weniger zufdllig gewdhl-
ten Bereichen unterscheiden sich die Werte teilweise um mehr
als den Faktor zwei. Es liegt auf der Hand, daB bei Auswer-
ctung von einzelnen Schnitten selche Unterschisde noch gréfer
sein kénnen, Diese Tatsache und die grofe Variabilicdt der
zZellmorphologie sogar imnerkalb eines Tumors scheinen die
wichtigen Grinde fir diese groBe Diskrepanz zu gSein.
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skercotypen Aufbau der Melanozyten erkennbar. Angesichos
dieser deutlichen vielfalt erscheint es fraglich, ob eine
anhand von Schnittbildern vorgencmmene Einteilung der entar-
teten Melanezyten in wenige Formkategorien aberhaupr miglich
ist.

Uoer die Planimetrie der Serienschnitte in Kembinatien
mit der Korrektur der dabei unvermeidbar auftretenden syste-
matischen Fehler wurden mit bestméglicher Genauigkeit die
Cberflichen und Volumina der Zellen, Zellkerne und des Chon-
drioms bestimmt. Daraus liefen sich auch der prozentuale An-
teil der vermessenen Zelleinschldsse an der gesamten Zelle
sowie die wvon der Form abhangigen Cberflachen-Volumen-
Verhaltnisse bzw. Formfaktoren ableiten. Ebenfalle wurde die
Vergréferung der Zelleberflichen bestimmt, die durch das
Vorhandensein der Mikrovilli zustande kommb. Die innerhalb
der Melanozyten stark variierenden Werte und die Tatsache,
daf die encsprechenden Werte des Nivozyten ipnerhalb der
pandbreite der bei den Melanozycen festgestellten Schwankun-
gen lag, lie® keine typischen Merkmale fdr den jeweiligen
Zelleyp erkennen. Einschrankend mufi allerdings eingerdumt
werden, daf fiir eine Absicherung einer solche Aussage noch
2u wenige Zellen untersucht worden sind.

Die Mdglichkeit, die aus Einzelechnitecen bow, Teilberei-
chen der Zalle gewonnenen Mefwerte mic den fiir die ganze
Zelle goltigen Werte vergleichen zw kénnen, zeigte auf an-
sehauliche Weise, wie grof die Unterschiede im Einzelfall
cein kénnen.

Die urspranglichen WVersuche, Melanozyten der gesunden
Haut ebenfalls auf die gleiche Weise zu untersuchen, schlu-
gen feghl. Deshalb bleibt bis auf weiteres die Frage offen,
ob und welche quantitative Unterschiede auf ulcrastrukturel-
lem Niveau zwischen normalen und entarteten Melanozyten exi-

stieren.

Zusammenfassung

Soweit bekannt wurde in der vorliegenden Arbeit rzum er-
sten Mal eine gquantitative Analyse wvon ultradinnen Serien-
schnirten durch Melanozyren bsw. Nivazyten entarteter
mengchlicher Haut durchgefidbrt. Angesichts des grofien Ar-
beitgsautwandes und der extremen Stéranfdlligkeir derartiger
Untersuchungen kann man davon ausgehen, daf diese Methedik
kaum routinemdfig cingesetzt werden kann. Trotz zahlreicher
Fehlversuche gqelang es schlieflich doch, wier Zellen woll-
standig zu erfassen; drei davon entsrammen zwei verschiede-

nen superfiziell spreit Melanomen und eine Zelle ei-

nem Hivuszellndvus,

Mit Hilfe der graphischen Rekenstruktion wurde die An-
zahl, ungefdhre Linge sowie der Verzweigungsgrad der Mito-
chondrien ermittelt. Diesbezdglich zeigen die Mitochondrien-
populationen der einzelnen Zellen ein sehr heterogenes Bild.
Won kugeligen bis ellipsoiden Formen bis zu mehr oder weni-
ger langen ,Fiaden®, die auch vielfach verzweigt sein kdnnen,
scheinen alle (berginge im Bereich des MOglichen zu liegen,
Die zahlenmiBige Verteilung der verschiedenen entweder nach
dor Gréfe oder nach dem Verzweigungsgrad eingeteilten Mito-
chondrientypen ist ebenfalls gehr variabel. Vorausgesotzt,
es handelt sich nicht um einen von der Horm abweichenden
Binzelfall, dann kénnte man aufgrund der verliegenden Befun-
de sagen, daZ der Anteil an fadenffrmigen Mitochondrien im
Chondriom des Hivozyten geringer ist als bei den Melano-
zycen,

Mit Hilfe der computergestidtzcen 3-D-Rekanstruktion wur-
de dis grobe Form der Zellen und ihrer Kerne anschaulich
dargestellt. Weder in Bezug auf die Zellform nech auf die
tepegraphische Lage des fellkerns waren Anzeichen E0r einen
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