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Einleitung

1. Zellulare und molekulare Mechanismen von Tumorinvasion und

Metastasierung

Die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen sind komplexe Prozesse, die

aus einer Zellentdifferenzierung, Kontaktverlust und Loslosung von Nachbarzellen,
Penetration der Basalmembran und Einwanderung in Extrazellulargewebe resultieren.
Nach dem Eindringen von Tumorzellen in Lypmph- und/oder Blutgefafle erfolgt uiber
hamatogene und lymphogene Verteilung eine metastatische Aussaat in den Korper,
Absiedelung in anderen Organen und erneute ortstandige Zellproliferation (Hanahan
et al., 2001). Voraussetzungen hierfur sind neben einer adiaquaten Angiogenese der
Tumorzellen die Fahigkeit zur aktiven Bewegung (Friedl et al., 2000). Die Migration
durch Bindegewebe erfordert eine komplexe Interaktion der Zellen mit ihrer Um-
gebung (Horwitz et al., 1996). Das Verstehen dieses Migrationsverhaltens ist daher
eine Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche therapeutische Unterbindung dieses
Prozesses und letztlich fur das Verstindnis der Metastasierung. Die Metastasierung von
Tumorzellen aus einem Primartumor stellt einen entscheidenden Schritt zur Prognose-

verschlechterung des Patienten dar.

1.1. Mechanismen der Tumorzellmigration

Die spontane Tumorzellmigration setzt verschiedene Eigenschaften der Zellen voraus:
Stoffwechsel zur Energiebereitstellung, strukturierte Aktivitat des Zytoskelettes,
daraus resultierende Polaritat der Zellen, Interaktion der Zelle mit extrazellularen
Strukturen unter Einbeziehung von Adhasionsmolekiilen, die Funktion von Proteasen
sowie die Exo- und Endozytose von Zellmembran und Rezeptoren (Regen et al.,

1992). Zu wichtigen an der Migration beteiligten zellularen Faktoren gehoren



Adhasionsrezeptoren wie f1-Integrine und extrazelluldr destruierende Enzyme,
insbesondere Metalloproteinasen (Friedl et al., 1998). Hierdurch wird eine koordinierte
Abfolge mit Zellpolarisierung, dem Aufbau einer temporaren Zell-Matrix-Verbindung
am vorderen Zellpol, einer Loslosung am hinteren Pol und aktiver Verkiirzung des
Zellkorpers mit daraus resultierender gerichteter Zellbewegung ermoglicht. Die
Dissemination von Tumorzellen durch die extrazelluldre Matrix ist streng an die
Motiliat der Tumorzellen gekoppelt. Der entscheidende geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Zellmigration ist die Loslosung des Hinterendes der Zellen von der
extrazellularen Matrix, das erst die Vorwartsbewegung des Zellkorpers erlaubt (Regen

et al.,1992, Palecek et al., 1997).

1.2. Tumorzellinvasion und Matrix-Neuorganisation

Fur die Invasion von Tumorzellen ist die Uberwindung von Matrix-Barrieren ein
Umbau durch Trennung sowie Neuorganisiation von Kollagenstrukturen in der
extrazellularen Matrix mittels Proteolyse notwendig (Friedl et al., 2003). Dazu

sind zellulare Proteinasen mafigeblich fur den Abbau von extrazellularer Matrix
verantwortlich. Nachgewiesen werden konnen diese Proteine ebenso wie die
Matrixdefekte am Hinterende der Zellen durch Konfokalmikroskopie (Wolf et al.,
2003). Endozytose bringt am hinteren Pol Zellmaterial ins Zellinnere und uiber
Transportmechanismen an den vorderen Pol. Adasionsmolekiille finden sich gehauft
am hinteren, aber auch am vorderen Pol. Dabei konnen verschiedene Zellbestandteile
wie Integrine und CD44 in charakteristischer Weise in der umstrukturierten Matrix
gefunden werden (Friedl et al., 1998). Strukturdefekte in der umstrukturierten Matrix

konnten weiterhin Bedeutung wie erleichterte Migration fur nachfolgende Zellen

haben.



1.3. Methodik der Analyse des Umbaus der extrazellularen Matrix

Untersuchungen des Umbaus von extrazellularer Matrix durch migrierende
unfixierte Tumorzellen konnen uiber Lichtmikroskopie, Konfokalmikroskopie sowie
Elektronenmikroskopie visualisiert werden. Um Zelldynamiken in dreidimensionalen
Geweben zu rekonstruieren, werden seit Anfang der 70er Jahre 3D-Kollagenmatrices
eingesetzt, die in hohem MaBle strukturelle Komplexitiat wie auch in vivo-ahnliches
Zellverhalten ermoglichen (Friedl et al., 2000).

Die Matrixdefekte und die deponierten Oberflichenmolekiille wurden initial an einem
dreidimensionalen Kollagen-Modell durch Einbetten von Tumorzellen in eine 3D-
Kollagenmatrix in vitro rekonstruiert (Friedl et al., 1997, 1998). Um die Dynamik
der Zellen und die molekularen Vorgange bei konstanten Untersuchungsbedingungen
(37°C und definiertes Ndhrmedium) zu untersuchen, kann die Morphologie der
Matrixdefekte durch Videomikroskopie mittels Reflexionskontrast dokumentiert

werden (Friedl et al., 1997; Maaser et al., 1999).

1.4. Ziel der Studie

Der strukturierte Umbau der extrazellularen Matrix durch hochmaligne,
metastasierende Tumorzellen konnte von Bedeutung fur die Migration benachbarter
Tumorzellen sein. Die Rolle der Migration von Melanomzellen fur
1. die physikalischen Dimensionen wie Lange und Breite der Matrixdefekte,
2. die bei der Loslosung freigesetzten und deponierten Oberflachenrezeptoren und
3. die Effekte umstrukturierter Matrix auf nachfolgende migrierende Zellen
sind bisher nicht bekannt.
Hierzu sollte ein 3D-Kollagen-Modell unter Verwendung von Videomikroskopie,
computerunterstutzem Zelltracking und der Konfokalmikroskopie eingesetzt werden

(Friedl et al., 1998c). Der Nachweis von deponierten Zellfragmenten, Zellbestandteilen



und Zellspuren wihrend der Migration der Zelle sollte dargestellt und molekular
naher charakterisiert werden (Friedl et al., 2000). Besonderes Gewicht wurde auf die
Expression und Deposition von verschiedenen, an der Migration oder Metastasierung
beteiligte Rezeptoren gelegt.
Weiterhin sollte geklart werden, welche Auswirkungen die neu entstandenen
Matrixdefekte auf

1. die Anzahl nachfolgender Nachbarzellen,

2. deren Richtung und

3. die Migrationsgeschwindigkeit haben.
Zukunftig konnten sich Ruckschlusse auf die Bedeutung des Matrixumbaus fur
Zellmorphologie, Invasionstyp sowie die in vivo Interaktionen mit Fibroblasten und

einsprossenden Gefalen ergeben.



2. Material und Methoden

2.1. Material und Bezugsquellen

Reagenzien - Antikorper und Farbstoffe:

Unselektives fluoreszierendes Phospholipid (DEPH) (Molekular Probes),

Zytoplasmafarbstoff Calcein AM (Molekular Probes),

anti-CD18 (TS1/18) (Dianova)

Phalloidin-konjugiertes F-actin, Maus-anti-Mensch 1-Integrin (4B4, Coulter),

Maus-anti-MHC 1 AK, FITC-konjugiert (Dianova),

Ziege-anti-uPA und -uPA-R AK (Prof. M. Kramer, Inst. Immunology, Univ.
Heidelberg),

Hase-anti-Mensch-MMP-2 AK (Chemicon),

Hase-anti-Mensch-MT-1 AK (Chemicon),

SYTO 16 konjugiert (Molekular Probes),

Anti-MUCI18 AK (J. Johnson, Inst. of Immunology, Univ. Miinchen): M18 BA4, M18
AD1B4, M18 AD 5D7, GP 89-3, GP 89-11, GP 89-14,

Maus-anti-Mensch-Laminin AK (Clone II, A-Chain, mouse ascites, Biomol)

Maus-anti-Mensch-Fibronectin AK (mouse aszites, Sigma),

Hase-anti-Mensch-Fibronectin AK, polyclonal (Biomol),

Anti-CD44 IgG1 (Hermes 3) (Dr. S. Jalkanen Turky, Finnland),

Anti-Maus Vitronectin AK (PharMingen),

Hase-anti-Mensch-Vitronectin AK (polyclonal, rabbit, Biomol)

Maus-anti-Mensch-Tenascin AK (mouse ascites, clone TN2, IgG1, Biomol),

Maus-anti-MMP-9 AK (Chemicon),

Maus-anti-I-CAM AK (GP 98-3),

Maus-anti-CD63 AK (IgG1, mouse, 149-2-A2 Cl1 17),

Ziege-anti-Mensch-Angiogenin AK (IgG, total goat, R&D),



Ziege-anti-Mensch-VEGF AK (polyclonal, specific goat, R&D),

Maus-anti-Mensch N-CAM und N-Cadherin AK.

FITC-konjugiertes Phalloidin (Sigma)

Sekundare Antikorper FITC-konjugiertes Ziege-anti-Maus Fab-Fragment (Jackson
Lab./Dianova)

Lissamin-Rhodamin-B (LRSC) und Anti-Hase-Cy35,

Trypsin (Gibco),

Ethylendiamintetraacetat (EDTA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Minimal essential medium (MEM, Life-Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Bicarbonat (BIC, Life-Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Phorbolmyristateacetat (PMA, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Phosphate buffered saline (PBS, Life-Technologies, Karlsruhe, Deutschland)

Maus-anti-Mensch 3q61 Antikorper

Vitrogen (Cohesion, Palo Alto, USA)

Anti-f1 Integrin AK (K20, Immunotech/Beckmann-Coulter, Krefeld, Deutschland)

BBI®GasPak Pouch™ Anaerobic Systems (Becton Dickinson Microbiology Systems)

2.2.1. Gerate und Software

DurchfluBzytometer FACScan Fa. Becton Dickinson
WinMDI-Software vs 2.3. Analyse von FACS Daten
CellQuest Software FACS Steuerung
Konfokales Laserscanmikroskop TCS 4D Fa. Leica, Bensheim
Lichtmikroskope Fa. Zeiss

Word Software Textverarbeitung

Excel Software Tabellenkalkulation
PowerPoint Software Prasentation

Photoshop Software Bildbearbeitung



2.2. Methoden

2.2.1. Zellen und Zellkulturen

Die Untersuchungen wurden an der hoch aggressiven, metastasierenden Melanom-
Zelllinie MV3 (Van Muijen et al., 1991), der Melanomzellinie Mel JuSo
(freundlicherweise von Prof. Dr. J. Johnson, Immunologisches Institut der Ludwig-
Maximilian-Universitait Munchen zur Verfugung gestellt) und der Fibrosarkomzelllinie
HT1080 durchgefuhrt. Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 mit 50 U/ml Penicillin
und 50 ug/ml Streptomycin und 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (FCS)

bei 37°C in 5% CO, humidifizierter Atmosphiare kultiviert.

2.2.2. Zellkultivierung in 3-D Kollagenmatrices

Die Herstellung von 3D Kollagenmatrices erfolgte nach (Friedl et al, 1997a).

Die Zellen wurden mit 2 mMol EDTA in PBS ca. 5 min bei 37°C inkubiert,

von der Kulturschale abgelost und mit Medium gewaschen. Zur Gelherstellung
(Gesamtvolumen 675 ul) wurden 25 ul Bicarbonat, 50 x1 Minimal Essential Medium,
375 ul Kollagen und 10000 Zellen in 225 ul Medium (RPMI 1640 + L-Glutamin
500 ml, Penicillin/Streptomycin (P/S) 5 ml, FCS 50 ml) suspendiert.

Die Herstellung einer Gelkammer zur Videomikroskopie erfolgte nach (Friedl et al.,
1993): Die Kollagen-Zell-Suspension wurde in die Gelkammer eingebracht und

im Inkubator bei 37°C auspolymerisiert. Fur die Konfokalmikroskopie wurde die
Kollagen-Zell-Suspension zu je 50 ul auf Deckglaser (Starke 100 ym) aufgebracht
(,,Tropfengel*) und fur ca. 40 Minuten bei 37°C auspolymerisiert. AnschlieBend
wurden die Tropfengele mit Medium uberschichtet und bei 37°C und in 5% CO,
Atmosphire fur 18 - 24 Stunden inkubiert.

Zwei grundsitzlich verschiedene Ansidtze wurden gewiahlt: Zum einen wurden



vereinzelte Melanomzellen in Kollagengewebe auf ihr Migrationsverhalten und deren
Matrixumbau untersucht. Zum anderen wurden multizellulare Sphéaroide aus 20-50

zusammenhangenden Zellen eingesetzt.

2.2.3. Zeitraffervideomikroskopie und Zelltracking

Nach der Kollagenpolymerisierung wurden die Zellen thermostatgesteuert bei

37°C uber 24 Stunden unter dem Lichtmikroskop mit Zeitraffer-Videomikroskopie
gefilmt. Die Bewegung einzelner Zellen wurde anhand der Videofilme mittels
computerassistiertem Zell-Tracking in Raum und Zeit rekonstruiert. Vor Beginn der
Filmauswertung wurden pro Gesichtsfeld in der Regel 40 Zellen zufallig ausgew#hlt
und markiert. Am Bildschirm wurde die Bewegung jeder einzelnen Zelle mit dem
Mauszeiger verfolgt. Das Computerprogramm erlaubte die Registrierung der
X-Y-Position des Mauszeigers zu festgelegten Zeitpunkten. Dabei entsprachen die
Intervalle der Registrierung 15 Minuten Echtzeit. Anhand der Koordinaten wurden
Geschwindigkeit, Wegstrecken, Pfadstruktur und Bewegungsrichtung rekonstruiert.
Die statistischen Daten wurden mit einem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft

Excel) ermittelt.

2.2.4. Immunfluoreszenz und Konfokalmikroskopie

2.2.4.1. Markierung mit monoklonalen Antikorpern

Die Untersuchung der exprimierten Oberflachendeterminanten, Zytoplasma und
Zellmembranen in tumorzellhaltigen Matrixkulturen erfolgte mit vorwiegend
monoklonalen Antikorpern. Neben unfixierten Zellen wurden Zellen nach
unterschiedlicher Fixierung mit PFA, Methanol oder Aceton fur 2 Stunden in

einer Konzentration von 10 pg/ml in 20-50 pl Losung bei 4°C inkubiert und



anschliefend dreimal gewaschen (1-2 ml PBS, 5 min). Im néchsten Schritt wurden

die Zellsuspensionen unter Lichtausschluf3 fur 1 Stunde mit 20-50 pl sekundéren
konjugierten Antikorpern wie FITC, Cy5 oder LRSC in einer Konzentration von 10 pg/
ml erneut inkubiert. Bei primér fluoreszierenden Reagenzien wie LRB, Calcein, FITC-
konjugierten-anti-MHC Klasse I Antikorper, SYTO 16 oder FITC-Phalloidin entfiel der

zweite Farbeschritt.

2.2.4.2. Konfokalmikroskopie

Die konfokale Lasermikroskopie erfolgte an einem inversen Laser Scanning
Mikroskop (Leica TCS 4D) unter Verwendung eines 63-fach vergrofernden
Olimmersionsobjektives (NA 1,4). Um die Wechselwirkungen des Zellkorpers mit

der umgebenden Matrix darzustellen, wurde das Reflexionssignal von Matrix und
Zellkorper aufgenommen. Zur Anwendung wurde Licht der Wellenlange von 488 nm
und 568 nm in die Probe eingestrahlt und das reflektierte Licht derselben Wellenlangen
detektiert (Friedl et al., 2001). Das emittierte Signal lie sich durch Reflexions- und
Band-Pass-Filter separieren und detektieren. Die unspezifische Fluoreszenz wurde

mit einer [sotypenkontrolle abgeglichen. Eine gleichzeitige Detektion der Fluoreszenz
und der Reflexion ermoglichte eine pixelgenaue, ortsgetreue Darstellung von

Matrixveranderungen und eine Lokalisation fluoreszierender Zellbestandteile.

2.2.4.3. Rasterelektronenmikroskopie

Zur erganzenden Darstellung der Zelle-Matrix-Interaktionen wurden MV3-Zellen
in 3-D-Kollagengelen bei hoher Auflosung und guter dreidimensionaler Darstellung
rasterelektronen-mikroskopisch untersucht. Dazu wurden jeweils 100 ul Gele

mit einem Anteil von ca. 50.000 Zellen in einer aufsteigenden Ethanolreihe bei

Raumtemperatur entwiéssert und anschlieBend in 2,5% Glutaraldehydlosung (5 ml 25%



Glutaraldehyd, 12,5 ml 200mM Cacodylatpuffer, 2,5 ml 1M KCl, 1,25 ml 0,1M MgCl,
und 28,75 ml H,O) fixiert. Nach Inkubation der Proben bei 4°C tuiber Nacht wurden die

Bilder an einem Rasterelektronenmikroskop innerhalb von 24 Stunden aufgenommen.

2.2.5. FACS-Analyse und Durchflu3zytometrie

Die Spezifitat der Markierung mit Antikorpern zur Erfassung der Expression von
Oberflachendeterminanten wurde an suspendierten Zellen mittels DurchfluBzytometrie
bestimmt. MV3-Zellen wurden mit primarem Antikorper bzw. SYTO 16 (10 ug/

ml, 4°C, 1 Stunde) inkubiert und anschliefend zentrifugiert. Danach wurde in PBS
gewaschen und erneut mit sekundarem Antikorper (FITC, 10 pg/ml, 1 Stunde)
inkubiert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mittels Durchfluzytometrie (Tabelle 1),

die Analyse mit dem Programm WinMDI 2.3.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellulare Mechanismen von Migration und Matrixumbau durch MV 3-

Melanomzellen

3.1.1. Allgemeine Charakteristika migrierender Einzelzellen:

Morphologie, Polarisierung und Migrationsrichtung

Die Abbildung 1 a und 1 ¢ zeigen die Befunde in Videozeitraffer-Aufnahme.
Unmittelbar nach Einbettung der Melanomzellen und Polymerisierung des
Kollagengewebes lagen die Einzelzellen kugelformig und unbeweglich in der Matrix
vor (Abb. 1 a). Nach wenigen Minuten kam es zu einer unilateralen Polarisierung
und darauf zu einer spontanen Migration der Tumorzellen (Abb 1 ¢). Am vorderen,
in Migrationsrichtung zeigenden, hdufig schmaleren Pol der Zelle entwickelten

sich ein oder multiple Pseudopodien, die Kontakt mit Kollagen und umgebenden
Strukturen aufnahmen (Abb. 1 b und d). Der Zellkern befand sich in typischerweise
bei migrierenden Zellen im mittleren bis hinteren Drittel der Zelle (im Videobild der
Abb. 1 ¢ nicht dargestellt).

Aufgrund der Morphologie wurde auf die zellularen Mechanismen der Migration
geschlossen: Am vorderen Zellpol fanden sich in der Zellmembran unter dem
Konfokalmikroskop vorwiegend Adhasionsmolekille wie f1-Integrine. Eine weitere
Anreicherung von f31-Integrin war am Hinterende migrierender Zellen lokalisiert
(Abb. 1 d, Pfeilspitze). Im extrazellularen Kollagengewebe wurden im Rahmen von
Sheddingvorgangen 1-Integrine nachgwiesen (Abb. 1 d, Pfeil und siehe Abschnitt
3.1.3)).

Durch Zugabe des anti-B1 Integrin Antikorper 4B4 (10u1/ml) wurde die Migration
von MV3-Zellen gehemmt, obgleich nicht vollstandig aufgehoben (Mayer et al.,

2004). Sowohl unmittelbar nach Beginn der Inkubation als auch nach 48stundiger
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Abb. 1: Polarisierung und Migration von MV3-Melanomzellen.
a) MV3-Tumorzellen in einer 3D-Kollagenmatrix unmittelbar nach Einbettung
und Auspolymerisierung des Kollagens. Alle Zellen erscheinen initial kugel-
formig und stationir.
b) Solitire MV3-Zelle im Konfokalmikroskop unmittelbar nach Einbettung
in ein Kollagengewebe. Dargestellt ist die Fluoreszenz von f1-Integrin (rot),
sowie Reflexion der Kollagenfasern (griin). Beginnender nicht polarisierter Zug
mit Ausrichtung von Kollagenfasern auf den Zellkorpern ist erkennbar.
¢) Nach 5 Stunden sind nahezu alle Zellen spontan polarisiert, keulenformig
elongiert und in Migration begriffen (vgl. Abb. 10).
d) Solitare MV3-Zelle im Konfokalmikroskop. Dargestellt ist die Fluoreszenz
von B1-Integrin (4B4) zum Zeitpunkt nach 48 Stunden nach der Einbettung in
das Gel. Die Zelle ist polarisiert, der Zellkern in das hintere Zelldrittel verlagert
und die Matrix in unmittelbarer Umgabung reorganisiert. Das Shedding von f1-
Integrin im Bereich des hinteren Zellpoles ist durch den Pfeil markiert.
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c) d)

Abb. 2: Konfokalmikroskopische Darstellung von MV3- (a und b) und JuSo-Melanom-
zellen (c und d) in Kollagengewebe.
a) Migrationshemmung von MV3-Zellen durch mAK 4B4 (10u1/ml) bei Beginn
der Inkubation. Die Zellen liegen noch in Kugelform vor.
b) MV3-Zellen nach 48 Stunden Inkubationszeit mit 4B4-Antikorper. Die
Zellen persistieren in rundlicher Form, bilden vereinzelt kleine Pseudopodien
aus und bleiben gering mobil.
¢) Mel-JuSo-Melanomzellen nach Inkubation in Kollagengewebe und 24-stiin-
diger Beobachtungszeit. Dargestellt ist das Reflexionsbild mit der Fluoreszenz
von CD44.
Bei d) wird im gleichen Bildausschnitt nur die Fluoreszenz von CD44
detektiert.
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Inkubationszeit wurden rundliche, gering polarisierte, langsam migrierende Zellen
beobachtet. Die gleiche Beobachtung wurde bereits frither beschrieben (Maaser et

al., 1999). Fluoreszierende Zellbestandteile auBBerhalb der Zellen konnten nach 31-
Blockade in der Matrix nicht nachgewiesen werden (Abb. 2 a und b).

Zur Kontrolle wurden nicht spontan migrierende Zellen der Mel-JuSo-Melanom-
zelllinie eingesetzt. Diese zeigten nach 24 Stunden keine Polarisation, keine spontane
Migration und blieben ortsstandig. Nach 48 Stunden weitgehender Immobilitdt wurden
die Mel-JuSo-Melanomzellen durch den Proteinkinase C-Aktivator PMA stimuliert
und zeigten weiterhin weder eine Ortsanderung der Zellen noch ein Shedding von
Zellfragmenten (nicht gezeigt). Lediglich erkennbar war eine partielle Polarisation. Die

Forménderung fuhrte jedoch nicht zu Migration (“Running on the spot”, Abb. 2 ¢).

3.1.2. Migrationsassozierte Umstrukturierung der Kollagenmatrix durch

Migration

Melanomzellen migrierten entlang ,,Leitstrukturen®, d.h. prominenten Fasern der
extrazellularen Matrix unter Anhaftung des vorderen Zellpols. Gleichzeitig kam es zur
Loslosung am hinteren Pol, zur Generierung von buischelartigen Faserstrangen und
deren topographischer Neuordnung, wie zuvor beschrieben (Friedl et al., 1997). Die
dabei entstehenden rohrenformigen Defekte hinter migrierenden MV3-Zellen wiesen
bei konfokalmikroskopischer 3-D Rekonstruktion (Abb. 3) eine mittlere Weite von
10-20 pm im Abstand von 10 ym hinter dem hinteren Zellpol gemessen auf. Diese
Matrixdefekte enthielten uber weite Strecken (> 50 pm) freigesetzte perlschnurartig
an Kollagenfasern anhaftende Zellbestandteile (siehe 3.1.3.). Die rasterelekronen-
mikroskopische Untersuchung bestatigte die Ausbildung von Kollagenstrangen am
hinten Zellpol und der Neustrukturierung der extrazellularen Matrix als Folge der

Migration (Abb. 4).
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Abb. 3: GroBenverteilung der Matrixdefekte hinter migrierenden MV3 Melanomzellen.
a) Die durchschnittliche Weite an 61 untersuchten Matrixdefekten wurde
standardisiert
10 um hinter dem hinteren Zellpol (weiBler Balken) gemessen. Die Messung
erfolgte im zentralen Schnitt eines Z-Stapels der konfokalmikroskopischen
Aufnahmen durch die gesamte Zelle.

b) Die Hilfte der gemessenen Matrixdefekte zeigte eine Weite von
10 - 20 ym. Mehrfach erweiterte sich der Pfad facherformig oder kollabierte
nach weiteren 10-50 pm.

Abb. 4: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung einer MV3-Melanomzelle (Das
Bild wurde aus drei Einzelbildern zusammengesetzt).
Solitare MV3-Zelle bei der Migration nach rechts (weiler Pfeil). Orientierung
und Zugwirkung an den Kollagenfasern am vorderen Zellpol, pas-
sives Vorbeistreichen an der Zellseite, Hinterlassen von strangformigen
Kollagenbiindeln (Dreieck) mit angedeutetem zentralen rohrenformigen
Matrixdefekt.
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3.1.3. Freisetzung von Oberflichendeterminanten (CD44, $1-Integrine)

Vom hinteren Zellpol in den Matrixdefekt deponierte Zellbestandteile wurden
biochemisch und physikalisch untersucht. Nach 24- bzw. 48-stundiger Migration
lieBen sich im konfokalmikroskopischen Bild eine deutliche Ansammlung von

CD44, 1-Integrinen und nicht selektiv verteiltem Membranfarbstoff finden (Abb. 2).
Abgeloste Zellbestandteile wurden uiberwiegend nahe des hinteren Zellpols in der
extrazellularen Matrix gefunden, eventuell als Folge bereits weiter gewanderter
Zellen. Dabei fand sich die Fluoreszenz in unmittelbarer Nachbarschaft zu oder

direkt lokalisiert an Kollagenfasern, und zwar in Form von kugelformigen Strukturen
oder streifigen Ausziehungen (Abb. 1 d, Abb. 2). Dagegen wurden bei durch 4B4
Antikorper inhibierte Zellen auler der Membranfluoreszenz keine Deposition von
Oberflachenbestandteilen nachgewiesen (Abb. 2 b). Diese Befunde legen nahe, daf} die
Freisetzung von Oberflachendeterminanten sowie der Umbau der Matrix Folgen der
aktiven Migration waren. Damit stand ein 3-D Gewebekulturmodell zur Verfugung,
das fur die folgenden strukturellen und funktionellen Folgen des migrationsassoziierten

Matrixumbaus eingesetzt werden konnte.

3.1.4. Untersuchung von migrierenden MV3 Melanomzellen am Raster-

elektronenmikroskop

3.1.4.1. Matrixveranderungen

Am Rasterelektronenmikroskop stellte sich die native zellfreie Matrix als dicht
verflochtenes dreidimensionales, in ungeordneten geraden Kollagenstrangen
verlaufendes fibrillares Gewebe dar (Abb. 5 a). Dagegen lief sich eine gerichtete
Strangbildung von Kollagenfasern an Kontaktstellen zu migrierenden MV3-Zellen

nachweisen.
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Abb. 5:Rasterelektronemikroskopische Darstellung der Veranderung von Kollagen-
gewebe unter Einflul von MV3-Melanomzellen.
a) Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von zellfreiem Kollagen-
gewebe zeigte homogen verflochtene Kollagenstrange.
b) Kollagengewebe mit MV3-Melanomzellen nach 24 Stunden Inkubation.
In der Kollagenmatrix mit MV3-Melanomzellen fanden sich neben den
Zellen multiple globuldre Strukturen sowie dicke, zusammenhangende
Kollagenstrange (Pfeilspitzen), wiahrend zellfreie Kollagengewebe keine
derartigen Veranderungen aufwiesen.

3.1.4.2. Deposition von Zellfragmenten

Die Kollagengewebe mit eingebetteten migrierten Zellen wiesen im Gegensatz

zur zellfreien Kontrolle unterschiedlich groBe, kugelformige Strukturen auf, die
vorwiegend am hinteren Zellpol der Zellen auftraten, aber auch bei langerer
Migrationszeit im ubrigen umstrukturierten Gewebe nachzuweisen waren.

In Zusammenschau mit den konfokalmikroskopischen Untersuchungen ist
wahrscheinlich, dal} es sich dabei um vom Hinterende der MV3-Zelle freigesetzte
und an Kollagenfasern deponierte Zellfragmente handelte. Die Zellkorper hatten,

wie bereits konfokalmikroskopisch gezeigt, direkten und multiplen Kontakt zu den
Faserstrangen, wahrend umschriebene Auflockerung der Kollagenstruktur in Zellndhe
vorlag (Abb. 5 e). Eine groraumige Veranderung der Kollagenstruktur war nicht

nachweisbar.
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c-e) Deposition rundlicher Zellfragmente vom hinteren Zellpol wahrend der
Wanderung.

Rasterelektronenmikroskopische Darstellung einer migrierenden Melanomzelle
durch Kollagengewebe in drei verschiedenen Vergroferungen.

¢) Ubersicht mit Migrationsrichtung (Pfeil) und

d) Detailaufnahme vom hinteren Zellpol von MV3-Melanomzellen unter dem
Rasterelektronenmikroskop.

e) Vorwiegend am hinteren Zellpol fanden sich solide kugelformige, in die
Matrix eingebettete Fragmente, die direkt zwischen den Kollagenfasern
angelagert waren (Pfeilspitzen, d und e).
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3.2, Molekulare Charakterisierung freigesetzter Zellbestandteile: Mapping

exprimierter membranstandiger Proteine und Rezeptoren

Nachdem klar war, da3 migrierende Tumorzellen Zellbestandteile wahrend des
Loslosungsprozesses in der Matrix deponierten, sollte konfokalmikroskopisch die
Morphologie und GroBe dieser Zellfragmente bestimmt werden. Dazu wurden 100 der
freigesetzten Zellbestandteile hinsichtlich ihres Durchmessers am digitalisierten Bild
und zwar in konfokalmikroskopischen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen
ausgemessen (Abb. 6). Tabelle 1 zeigt die GroBenverteilung der untersuchten
Zellfragmente. Uber 70% der Zellfragmente hatten einen Durchmesser bis 2 ym.

Nur wenige wiesen Werte Uiber 10 ym auf. Kein Fragment erreichte die Grofle einer
Melanomzelle. Alle Zellfragmente waren anndhernd kugelformig, nicht polarisiert und

wiesen teils multiple Berithrungspunkte mit umgebenen Kollgenfasern auf (Abb. 6).

Abb. 6:MV3-Melanomzellen in einer 3D-Kollagenmatrix mit umgebenden Zell-
fragmenten in einer konfokalmikroskopischen Aufnahme. CD44 (rot) und
Reflexion der Kollagenfasern (griin).
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Tab. 1: GroBenverteilung der von MV3-Zellen freigesetzten Zellbestandteile.
Durchmesser der Zellfragmente von 100 migrierenden Melanomzellen im
Kollagengewebe.

Die Daten stammen aus konfokalen Analysen von Calcein-markierten Zellen
und rasterelektronischen Aufnahmen nach Fixierung
(zur Methodik vgl. Abb. 7 b).

3.2.1. Shedding von Zellrezeptoren

Um weitere auf Zellfragmenten vorhandene Molekiile zu identifizieren, wurde eine

Testung der Oberflachenexpression verschiedener Proteine durchgefiihrt.

3.2.1.1. Expressionsnachweis mittels DurchfluBzytometrie-Analyse

Es sollte zunédchst durchfluBzytometrisch anhand intakter MV3-Zellen gezeigt werden,
fur welche Molekiile ein fur die konfokalmikroskopische in situ Detektion ausreichende
Farbeintensitit zu erwarten war (Tabelle 2). Positiv bzw. stark positiv nachweisbar
waren CD44 (Hermes-1), f1-Integrin, F-Aktin, CD63, MHC I und Fibronectin.
Schwiacher detektierbar war unter anderem MMP-9, nicht nachweisbar waren ICAM-1,

Vitronectin und N-CAM. Eine Auswahl der entprechenden Fluoreszenzintensititen ist

in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8:Klassifikation der Fluoreszenzintensitat von Oberflichenmolekuilen auf MV 3-

Zellen.

Die Graphen stellen den Nachweis mit ausgewahlten Antikorpern aus Tabelle 2
fur die DurchfluBzytometrie dar. Wich die Intensitat der Fluoreszenz nicht von
der Kontrolle ab, wurde sie als (0) ausgewiesen, bei einer Abweichung bis 10!
als (+), zwischen 10" und 107 als (++) und dartiber als (+++). Mean bezeichnet

die mittlere Fluoreszenzintensitat.



Tabelle 2: Nachweis von Oberflachenproteinen und sezernierten Faktoren in MV3-
Zellen mit Antikorpern.

Antigen Konfokalmikroskop Durchflufzytometrie
PFA  Methanol Aceton unfixiert unfixiert
a) positiv nachweisbar
CD44° +++ +++ 0 +++
B1-Integrin +++ +++ +++ +++
F-Aktin +++
SYTO 16° +++ +++
CD63° ++ + ++ (PFA ++)
MHC I° + ++
Fibronectin (monoklonal)°0/0 0 0 (+) ++
b) grenzwertig nachweisbar
MMP-9° 0/0 0 0 +
Tenascin 0 0 0 +
Dako, uPA + 0 0/+
Angiogenin + n.d.
Angiogenin anaerob* + n.d.
Syndecan I (+) 0 0 0
Syndecan II (+) 0 0 0
Laminin (+) 0 0 (+)
MMP-2 0/+ 0/+ 0 0/0
VEGF anaerob* +
¢) nicht nachweisbar
Vitronectin 0 0 0 0
ICAM-1° 0 0/0
N-CAM 0 0
Glypican 0 0 0 0
MT1 0 0 0 0
R2, uPA-R 0 0 0
VEGF 0 n.d.
MUCI18 0 0
M18 BA 4 0
M18 AD 1B4 +
M18 AD 5D7 +
GP 89-3 0 0
GP 89-11 0
GP 89-14 0

Untersucht wurden die Oberflachenproteine in der Kollagenmatrix mittels Konfokalmikroskopie (links)
im Vergleich zum Nachweis mittels Durchflulzytometrie (rechts). Dabei waren die MV3-Zellen bei der
Durchflufzytometrie-Methode unfixiert, bei der konfokalmikroskopischen Untersuchung wurden ver-
schiedene Fixierungsprotokolle angewandt.

0 = keine Fluoreszenz nachweisbar, + = geringe Fluoreszenz nachweisbar, ++ = gute Fluoreszenz nach-
weisbar, +++ = starke Fluoreszenz nachweisbar, © = in Abb. 8 dargestellt als DurchfluBzytometrie-Profil.
*Beide Wachstumsfaktoren wurden unter anaeroben Bedingungen bestimmt. n.d. = nicht bestimmt.
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3.2.1.2. Nachweis der Lokalisation von Oberflachenmolekiuilen mittels

Konfokalmikroskopie

Nach der DurchfluBzytometrie-Analyse und der Auswahl geeigneter Oberflachen-
molekille wurden diese unter verschiedenen Fixierungmethoden und Antikorper-
konzentrationen in Kollagenmatrices angewendet. Mittels Konfokalmikroskopie
konnten auf migrierenden MV3-Zellen in einem 3D-Kollagengewebe $1-Integrin,
CD44, F-Actin, MMP-2 nachgewiesen werden (Abb. 7 c, d, e, f). Trotz positiver
DurchfluBzytometrie-Befunde waren Fibronectin und MHC I in fixierten Proben nicht
nachweisbar. Deponiertes Material befand sich stets in Kontakt mit reorganisierten
Kollagenstrangen (Abb. 7 a, Pfeilspitze).

Weiterhin war nachweisbar, dal die Fragmente aus Zytoplasma und umgebender

Membran mit darin befindlichen 1-Integrinen bestanden (Abb. 7 b und Abb. 7 h).

3.2.2. Molekulare Charakterisierung der freigesetzten Zellbestandteile

wiahrend der Migration

3.2.2.1. Shedding von Proteinen

Es wurde bereits fruher gezeigt, dal durch Loslosung migrierender Fibroblasten
verschiedene Oberflaichenproteine vom Hinterende der Zellen auf dem Substrat, z.B.
Fibronektin, deponiert werden (Schmidt et al., 1993). Zu diesen zédhlen insbesondere
B1-Integrine. Ebenso wird neben 1-Integrinen auch CD44 in 3D-Kollagenmatrices
von migrierenden Tumorzellen zuriickgelassen (Friedl et al., 1997). Bisherige Unter-
suchungen gehen von einem selektiven Prozel3 aus. Danach werden an der Migration
beteiligte Rezeptoren gezielt freigesetzt, um den Loslosungsprozef3 des Zellhinterendes
zu beguinstigen. Ablosung von B1-Integrinen als Folge des Loslosungsprozesses wurde

nur unter Migrationsbedingungen gezeigt (Schmidt et al., 1993).
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3.2.2.2. Shedding von Zellfragmenten, Zytoplasma und Zytoskelett und

morphologische Charakterisierung freigesetzter Zellbestandteile

Wihrend der Migration gaben MV3-Melanomzellen neben 31-Integrinen
weitere Zellbestandteile in die Matrix ab. Vom hinteren Zellpol ausgehend waren
membranumschlossene Zytoplasmavesikel bis zu einer Grofie von 10 ym Durchmesser
(Mittelwert 1-2 um) nachweisbar (Tab. 1). Diese Vesikel enthielten nicht selektiv
1. Zytoplasma, dargestellt mit Calcein AM (Abb. 7 b),
2. in geringem Ausmal} Zytoskelettkomponenten (F-Aktin) (Abb. 7 c¢),
umhullt von
3. intakter Zellmembran (lipophile Lissamin-Rhodamin Membranfarbung)
(Abb. 7 a) mit
4. der Membran enthaltenden Oberflachenproteinen (CD44, 31-Integrine,
MMP-2) (Abb. 7 e, f und h).
Bei der Migration werden somit Zellfragmente in der extrazellularen Matrix deponiert,

die ortsstandig bleiben und Kontakt zu den Kollagenfasern aufweisen.
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Abb. 7: Migrationsabhangige Freisetzung von Zellfragmenten mit
Zytoplasmamembran, Zytoplasma und Zytoskelett, sowie verschiedenen
Zelloberflaichenproteinen (a-g).

Nachweis von Membranfarbstoff DPHA (a), Zytoplasmafarbstoff Calcein

AM (b), f-Actin (c), MMP-2 (d), B1-Integrin (e) und CD44 (f) auf/in migri-
erenden MV3-Zellen in einem 3D-Kollagengewebe unter Verwendung von
Konfokalmikroskopie. Als einzige Ausnahme fand sich kein DNA Farbstoff
SYTO 16 (g) zellunabhingig in der extrazelluldren Matrix wieder. Deponiertes
Material war direkt an reorganisierten Kollagenstrangen lokalisiert. Gezeigt
sind die Fluoreszenz in der oberen Bildreihe ohne und in der entsprechenden
unteren Bildreihe mit Matrixreflexion. Die Migrationsrichtung gibt der Pfeil
an.
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Abb. 7 h: Migrationsabhédngige Freisetzung von komplexen Zellfragmenten mit
Zytoplasmamembran, Zytoplasma und Zytoskelett, sowie verschiedenen
Zelloberflaichenproteinen. Nachweis von MMP-2 und Calcein in einer
Simultanfarbung auf einer migrierenden MV3-Zelle in einem 3-D-
Kollagengewebe (h). Zytoplasmafarbstoff Calcein (rot), MMP-2 (griin)
und Reflexion des Kollagengewebes (blau)
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3.3. Bedeutung des Matrixumbaus fur die Migration nachfolgender Zellen

3.3.1. Invasion und Migration von MV3 Zellen aus soliden multizellularen

Spharoiden

Um die Auswirkungen des Matrixumbaus und gegebenfalls freigesetzter Zellfragmente
auf die Migration anderer, nachfolgender Melanomzellen zu untersuchen, wurde ein
Sphédroidmodell etabliert.

Dazu wurden kleine Konglomerate (Spharoide) von 30-50 MV3-Zellen in das
Kollagengewebe eingebettet und mittels Zeitraffer-Videomikroskopie iiber 12 Stunden
beobachtet (Abb. 9). AnschlieBend wurden die Pfade migrierender Zellen mittels
computerunterstutzem Zelltracking ausgewertet. Bereits in der videomikroskopischen
Aufnahme kam es erkennbar zu einem initialen zentrifugalen Auswandern von
spindelformigen Einzelzellen (Abb. 9). In mehreren Zonen folgten weitere Zellen
entlang derselben Trasse. Nach spatestens 24 Stunden kam es zu einer Auflosung der

Trassen, der eine ungerichtete Einzelzellmigration folgte.
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Abb. 9: Kettenmigration von MV3-Melanomzellen aus einem multizellularem Sphéroid
in einer 3D-Kollagenmatrix (Zeitraffer-Videomikroskopie,
Zeitdarstellung: h:min:sec).
Auswandern der ersten MV3-Zellen aus dem Sphiaroid nach 2 Stunden unter
Ausbildung mehrerer dominanter Invasionsfronten (Pfeilspitzen). Auswandern
aufeinanderfolgender Zellen in derselben Migrationsrichtung (weille
Pfeilspitzen und Zahlen).
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3.3.2. Auswirkungen des Matrixumbaus auf benachbarte Tumorzellen

Die Migration von MV3-Zellen aus Sphéroiden heraus war bereits wenige Stunden
nach der Inkubation zu beobachten. Zu Beginn der Migration wanderten einzelne
Melanomzellen vorwiegend zentrifugal aus. Innerhalb einer etwa 12-stindigen
Beobachtungszeit folgten weitere MV3-Zellen aus dem Sphiéroid. Strangformige,
radidr ausstrahlende Invasionszonen wurden mittels computerassistiertem Zelltracking
dargestellt (Abb. 10). Wahrend die Mehrheit (ca. 80%) der Pfade relativ ungerichtet
und individuell sich vom Sphiroid entfernten, war bei ca. 20% der Zellen eine
Projektion der Zellpfade aufeinander nachweisbar (Abb. 10 b, 1 bis 4). Bis zu acht
Zellen in einem Strang konnten als Zellkette nachgewiesen werden (,,sequentielle
Migration®) (vgl. Abb. 12). Nach mehr als 24 Stunden wurden keine gemeinsam

verwendeten Trassen genutzt.

29



a)

b)

Abb. 10: Pfade wandernder MV3-Melanomzellen aus einem multizellularen Sphiroid.
Gleiches Sphiaroid wie in Abb. 9. Die Pfeile geben die Richtung der
vorherrschenden Invasionszonen an (a). Individuelle Pfade wurden durch
Zellmarkierung und Verfolgung einzelner aus dem Sphiéroid herausgetretener
Zellen digitalisiert (Zelltracking) (b). Die einzelnen Invasionszonen (1-4) von
Zellketten entlang gemeinsamer Pfade.
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3.3.3. Konfokalmikroskopische Analyse der erleichterten Migration infolge
Matrixumbau: Pfadbildende Zellen, Umbauvorgiange, Matrixtubes,

Shedding, und nachfolgende Zellen

Die der Migration von Zellketten zugrundeliegenden Zell-Matrix-Interaktionen und
Trassenbildung wurden mittels Konfokalmikroskopie untersucht. Das Wanderungs-
verhalten von Zellen aus Sphiaroiden in Tumorinvasionsfronten zeigte eine besondere
Matrixreorganisation, vorgebahnt durch initial ausgewanderte Zellen, die wir daher
auch als ,,pfadbildende Zellen* bezeichneten. Hinter priméren invasiven Zellen
entstanden rohrenformige Matrixdefekte und parallel verlaufende Kollagenstrange
(Abb. 12 (Pfeile)). Diese Kollagenstrange bildeten Leitstrukturen fur nachfolgende
migrierende Zellen (Abb. 12 und Abb. 13). In diesen rohrenformigen Matrixdefekten
lieBen sich Zellfragmente und Oberflachenproteine nachweisen (Abb. 13).
Daruiberhinaus fanden sich entlang der praformierten Pfade gehéduft weitere Zellen
aus dem Sphiroid, die bevorzugt die Migrationsrichtung der ersten invasiven Zellen
einhielten. Die Nutzung dieser Matrixdefekte war iiber mindestens 2 Stunden fur die
erleichterte Migration benachbarter Tumorzellen nachweisbar.

Die angewandten Untersuchungsmethoden zeigten eine invasive Migration von
Tumorzellketten in nativen Kollagenmatrices unter Neubildung rohrenformiger
Matrixdefekte mit Deposition kompletter Zellfragmente. Es konnte gezeigt werden,
daf} nachfolgende Tumorzellen hinter ,,pfadbildenden Zellen* innerhalb der
umstrukturierten extrazellularen Matrix migrieren. Die Ausrichtung der Migration

in reorganisierter extrazellularen Matrix konnte somit qualitativ und quantitativ zur

Melanominvasion beitragen.

31



3.3.4. Kinetik der Migration sequentieller Zellen entlang desselben Pfades

Im Anschluf} an die nachgewiesene Zellkettenmigration sollte untersucht werden, ob
hinter pfadbildenden Zellen nachfolgende Zellen mit einer hoheren Geschwindigkeit
migrieren. Die einzelnen Zellen wurden chronologisch fur jede Migrationsfront mittels
Zelltracking analysiert und ihre Migrationsgeschwindigkeiten ab dem Austritt aus dem
Sphiroid bestimmt (Abb. 11).

Zunichst wurden die initial auswandernden Zellen untersucht. Die Messung der
Migrationsgeschwindigkeit der jeweils ersten auswandernden Zelle einer Zellkette
zeigte uber die Zeit ein variables Geschwindigkeitsprofil (Abb. 13). Zu Beginn der
Migration war die Geschwindigkeit mit ca. 0,3 bis 0,4 ym/min relativ langsam, um im
weiteren Verlauf bis zum 5-fachen der Anfangsgeschwindigkeit anzusteigen.

Fur die nachfolgenden Zellen wiére aufgrund der praformierten Matrixdefekte eine
hohere Migrationsgeschwindigkeit zu erwarten gewesen. Aber alle nachfolgenden
Zellen wanderten trotz der praformierten Matrixdefekte ohne Unterschied zu

den pfadbildenden Zellen mit gleicher oder sogar mit langsamer Migrations-
geschwindigkeit. Teilweise lagen die Migrationsgeschwindigkeiten 50% niedriger als
fur pfadbildende Zellen. Somit sind die Geschwindigkeiten der Zellen nicht durch die
Matrixdefekte gesteigert.

Es erfolgte zwar eine Koordination der Migrationsrichtung innerhalb der Zellketten,

nicht jedoch (die erwartete) Beschleunigung der Migrationsgeschwindigkeit.
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a) b)

Abb. 11:Reorganisation der Kollagenmatrix durch migrierende MV3 Tumorzellen
aus einem multizellularen Sphéroid (S). Kombinierte Detektion der
Fluoreszenz mit einem nicht-selektiven Membranfarbstoff (DPHA (a)) und der
Matrixstruktur mittels konfokaler Reflektionsmikroskopie (b). Nachfolgende
Zellen orientierten sich entlang den reorganisierten Kollagenfasern (Pfeile).
(b) zeigt die reorganisierte Extrazellularmatrix und die Pfadbildung durch eine
Pfadbildende Zelle (Pfeilkopf). Die Abb. 11 ist aus sechs Einzelbildern des
gleichen Sphiroids und der entsprechenden Invasionsfront zusammengesetzt.
Beispiel aus n=3 untersuchten Sphiaroiden.
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Abb. 12: Auschnitt aus Abb. 11 b. Deutliche Strangbildung des Kollagengewebes
nach einer MV 3 | Pfadfinderzelle* (P). Nachfolgende MV3-Tumorzellkette
(Pfeilspitzen). Matrixdefekt (M) unmittelbar hinter der Pfadfinderzelle.
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Abb. 13:Analyse der Migrationsgeschwindigkeiten der einzelnen aus dem
Sphiroid herausgetretenen Zellen aus Abb. 10 b in Abhéngikeit von der Zeit.
Jedes Diagramm reprasentiert eine einzelne Zelle in chronologischer Reihen-
folge. Dargestellt ist die Geschwindigkeit der Zellen ab dem Austritt aus dem
Sphiroid seit Beginn der Videoaufnahme.
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4. Diskussion

Eine Zell-Matrix-Interaktion ist eine Voraussetzung fur die Migration und damit
Aussaat von Tumorzellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einige Beson-
derheiten: Eine Matrixreorganisation und, moglicherweise, das Shedding kompletter
Zellbestandteile beeinflussen das Invasionsverhalten von Tumorzellen. Die
experimentellen Untersuchungen spiegeln dabei viele der tatsdchlichen Bedingungen
im Organismus wider, passen gut zu morphologischen Befunden der Histologie und

erganzen deren Aussage um eine dynamische Dimension.

4.1. Strukturelle und molekulare Merkmale des Matrixumbaus

Die extrazellulare Matrix stellt fur wandernde Zellen sowohl Struktur fur Anhaftung
und Kraftubertragung wie auch eine mechanische Barriere dar. Im Zuge der Migration
von Tumorzellen und damit folgenden Metastasierung muf3 dieses Hindernis
uberwunden werden. Durch aktive Maflnahmen, wie proteolytische Losung von
Kollagenverbindungen (Wolf et al., 2003), Umbau und Verdrangung der extrazelluldren
Matrix durch mechanische und proteolytische Krafte findet eine Veranderung der
Matrixstruktur wahrend der Migration statt.

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, bauen migrierende Zellen ein
urspringlich natives homogenes Kollagengewebe in kollagenfaserarme Réaume, sowie
dreidimensional verdichtete Kollagenstrange heterogen um. Infolgedessen entstehen
strukturelle Defekte, Rohren und Strange des Kollagengewebes in der unmittelbaren
Umgebung und, vor allem, am Hinterende aktiv wandernder Zellen. Diese neu
strukturierten Matrixdefekte bilden Leitstrukturen einerseits von kollagenfreien
Giangen, andererseits von festeren und dichter gepackten ,,Leitschienen® zum

ubrigen Extrazellularraum. Bei den Untersuchungen uiber die Matrixreorganisation

zeigten sich neben den Matrixveranderungen auch an den Kollagenfasern anhaftende
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Zellbestandteile. Hierbei wurde als neuer Mechanismus neben dem Shedding einzelner
Oberflachenrezeptoren und Proteine die Abtrennung von kompletten Zellbestandteilen
beschrieben. Auch diese Veranderungen konnten alleine oder in Kombination das
Verhalten nachfolgender Zellen beinflussen. Es stellte sich daher die Frage, ob andere

Zellen diese Veranderungen erkennen und moglicherweise darauf reagieren konnen.

4.2, Bedeutung des Shedding und Verlust kompletter Zellfragmente

Die aktive Migration einer Zelle bedarf eines zyklischen Prozesses auf vorderer
Anhaftung mit Zug und Loslosung des Hinterendes. Nach bisheriger Erkenntnis wird
die hintere Loslosung durch das Shedding von an der Migration beteiligten Rezeptoren
gefordert (Schmidt et al., 1993; Huttenlocher et al., 1998 und 1998a).

Neben B1-Integrinen und CD44 wurde in dieser Arbeit dartiber hinaus eine
unspezifische Abschilferung von Zellteilen, d. h. kompletten Zellfragmenten,
beschrieben. Der Grund fur den relativ ,,verschwenderischen® Umgang mit
Zellbestandteilen ist noch nicht geklart, jedoch lassen sich folgende Hypothesen

ableiten:

a) Der Verlust von Zellfragmenten erleichtert die zellulare Loslosung im Falle hoher
Zugkrifte, sowie eine beschleunigte Migration in der umgebenden extrazellularen
Matrix. Eine undifferenzierte Abgabe von Zellbestandteilen mit allen integrierten
Oberflachenantigenen spricht fur einen unspezifischen, nicht selektiven Prozef3,

z. B. im Rahmen stark beschleunigter Migration. Ein niedrigerer Energieaufwand
zugunsten einer effizienten Zellmigration ware die Folge. Daraus konnte eine
schnellere Migration durch Gewebe resultieren. Zeit, die zur Reintegration und
zum Recycling der Zellbestandteile benotigt wurde, hatte zwangslaufig eine
langsamere Vorwiértsbewegung zur Folge.

Unklar ist, warum so ein ,,aufwendiger*, d. h. nicht resourcensparender
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b)

Mechanismus des Loslosens aufrechterhalten wird. Ebenso unklar ist, ob
langfristig durch Shedding das Zellvolumen abnimmt oder ob durch Resynthese
von Cytoplasma und Membranbestandteilen eine Kompensation herbeigefuhrt
wird.

Die Markierung des Pfades mit deponierten Zellbestandteilen und Sekretion

(z. B. durch Chemikalien, Proteine, Wachstumsfaktoren und Matrixkomponenten)
konnte neben dem rohrenformigen Matrixumbau weitere Orientierungspunkte
fur andere Zellen bilden. So konnten Zellen, die auf solche Veranderungen
stoBen, davon beeinflult werden. Moglicherweise bildet ein bestehender Pfad
eine mechanische Erleichterung fur die Migration, wihrend eine Spur von
Zellbestandteilen chemische Botenstoffe oder zusatzliche Wegweiser darstellen.
Beides konnte vor allem die Richtung der Migration beeinflussen. Eventuell
werden die Zellbestandteile, sofern sie nicht von Makrophagen phagozytiert
werden, z. B. auch von anderen Tumorzellen erkannt und/oder wieder
inkorporiert.

Eine (derzeit hypothetische) Folge der Deposition von Tumorzellfragmenten in
der extrazellularen Matrix konnte die Irritation und Ablenkung des zelluldren
Immunsystems nach sich ziehen. Es ist zu erwarten, da3 Zellfragmente MHC 1
exprimieren, somit wére eine Erkennung durch zytotoxische T-Zellen moglich.
Die Zellbestandteile fuhren moglicherweise Abwehrmechanismen des
Immunsystems durch antigengleiche Melanomzellfragmente entlang der ,,Foot-
pads‘ in die Irre und lenken von den eigentlichen Tumorzellen ab. Hierzu konnten
Untersuchungen beitragen, ob T-Zellen direkt an diese Fragmente binden und

ggfs. davon aktiviert werden.
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4.3. Bedeutung des Matrixumbaus fur das Invasionsmuster

Mit der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dal Melanomzellen in
Zellketten durch extrazellulare Matrix wandern. Das Kollagenmodell ist trotz seiner
Limitierungen auf nur eine extrazellulare Komponente, auf fehlende chemotaktische
Gradienten und fehlende Stromazellen geeignet, eine in vivo-dhnliche Zelltopographie
der Tumorinvasion abzubilden. In der Kollagenmatrix erzeugten pfadbildende Zellen
einen Kollagensubstanzdefekt, an welchem sich nachfolgende Zellen kettenahnlich
orientieren.

Die ursprungliche Vermutung einer moglicherweise erleichterten, d. h. beschleunigten
Migration nachfolgender Zellen durch widerstandsarmere Kollagenfasertunnel

stellte sich als nicht zutreffend heraus. Bei der Migration von Zellketten kommt es
zwar zu einer Orientierung der Fortbewegung nachfolgender Zellen entlang von
Matrixdefekten, ihre Migrationsgeschwindigkeit ist allerdings nicht hoher als die der
Pfadfinderzellen. Das Fehlen einer Beschleunigung entlang ausgerichteter Faserbuindel
durch die praformierte Trasse ware moglicherweise durch gesteigerte Adhésion an die
umgebaute Matrix (z.B. Laminin (Hendrix et al., 2002)) erklarbar.

Unter dem Einflu migrierender Zellen erfolgt eine direktionale Ausrichtung eines
Teils der nachfolgenden Zellen (,,Contact guidance®). So bildet die umstrukturierte
Matrix vor allem eine orientierungsgebende Leitstruktur entlang dem ungeordneten
Kollagennetz. Bisher nicht untersucht ist, ob neben der nachgewiesenen
Migrationserleichterung durch die Kollagenfasertunnel die deponierten Zellfragmente
auch eine chemotaktische EinfluBgrofe fur nachfolgende Zellen darstellt.
Migrierende Zellketten mit MV3-Melanomzellen erinnern an eine kurzlich
beschriebene Sonderform der Melanominvasierung, die an eine rudimentare
Angiogenese oder Vaskulogenese denken 146t (,,Vasculogenic mimicry*) (Hendrix et

al., 2002).
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5. Ausblick

Diese Arbeit zeigt die komplexe Interaktion von MV3-Tumorzellen mit einer
extrazellularen Kollagenmatrix und die Auswirkungen der Migration einzelner Zellen
auf nachfolgende Zellen. Grundsatzlich bietet das 3D-Kollagenmatrix-Modell die
Moboglichkeit, das Verhalten von Tumorzellen insbesondere auch die Mechanismen

der Zell- und Matrixstrukturierung zu komplexeren Arrangements in einem in-vivo-
ahnlichem Modell dynamisch und molekular zu untersuchen. Weiterhin lieen sich
damit auch Auswirkungen von verschiedenen Pharmaka auf Invasion und Pattering
untersuchen, wie z. B. jungst fur MMP und Integrin-Inhibitoren geschehen (Wolf et
al., 2003). Weiterhin a6t sich mit diesem Modell die Immunzell-Tumorzell-Interaktion

untersuchen.
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Zusammenfassung

Die metastatische Invasion von Tumorzellen durch die extrazellulare Matrix

von Geweben erfordert aktive Zellmigration sowie hdufig auch den Umbau der
Gewebestruktur. In dieser Arbeit sollte mittels metastasierender MV3-Melonomzellen
in einem 3D-Kollagenmatrixmodell der migrationsassozierte Matrixumbau zellular
und molekular untersucht werden, insbesondere die physikalische Charakterisierung
gebildeter Matrixdefekte, die molekulare Identifikation freigesetzter Zellbestandteile,
sowie den Einflu pfadbildender Zellen auf die Invasion nachfolgender Zellen.

Die Daten zeigen, dal MV3-Melanomzellen wahrend der Migration durch ein 3D-
Kollagengewebe komplette Zellfragmente in zuriickbleibenden rohrenformigen Trassen
deponieren. Diese beinhalteten Zytoplasma und teils Zytoskelett umgeben von intakter
Zellmembran mit integrierten Oberflichenrezeptoren wie 1-Integrinen, nicht jedoch
DNA-Material. Der Durchmesser der Fragmente lag uberwiegend bei 1-5 ym, selten
uber 10 um, entsprechend unspezifisch freigesetzter Zellfragmente, die wahrend der
Migration vom Zellhinterende abgeschilftet werden.

In einem Sphéroidmodell lieBen sich mehrere Invasionsfronten nachweisen, in denen
einer ersten pfadbildenden Zelle entlang neu gebildeter Matrixtrassen weitere Zellen
den gleichen praformierten Trassen folgten. Die videomikroskopischen Befunde
wurden mittels Konfokalmikroskopie bestétigt. Eine erwartete hohere
Migrationsgeschwindigkeit der nachfolgenden Zellen in dem préaformierten Pfad
bestatigte sich jedoch nicht.

Somit fuhrt die Invasion von MV3-Melanomzellen zur Ausbildung strukturell
umgebauter Matrixtrassen, die aus Matrixdefekt freigesetzten Zellfragmenten und
angrenzender Extrazellularmatrix bestehen und nachfolgenden Zellen als Leitstruktur
fur eine orientierte Form der Invasion dienen (Kettenwanderung). Diese Befunde
beleuchten die Dynamik von Zellarrangements @dhnlich dem Invasionsmuster in

histopathologischen Tumorproben.
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