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1. EINLEITUNG

1.1 Molekulare Mechanismen der Tumorzellmigration

Die Invasion von Zellen in umliegendes Gewebe isi lunterschiedlichen
physiologischen wie pathologischen Vorgadngen vordeBéung, so z. B. bei der
Embryonalentwicklung, Angiogenese, Wundheilung, bumneaktionen und, in
pathologischer Form, der Tumorinvasion und -mesastang. Hierbei bewegen sich
Zellen infolge eines dynamischen Zytoskeletts aktiurch die extrazellulare
interstitielle Matrix von Geweben und Organen. ImmhRien einer Tumorerkrankung
|6sen sich einzelne Zellen oder kleinere Zellvedsgiaus dem Primartumor, invadieren
durch das umliegende Gewebe, erreichen Blut- undphgefal3e und metastasieren in
entfernte Organe, was die wichtigste Ursache dert@dtét von Tumorerkrankungen
darstellt.

Die Migration einzelner Zellen - und wahrscheinlathich Tumorzellen - durch die sie
umgebende extrazellulare Matrix lauft nach einerstibenten Muster ab, das als 5-
Schritt-Modell beschrieben wurde (Abb!purch die Polymerisierung von Aktin wird
die Zelle elongiert und polar und es kommt, durgh Ausstulpen, zur Bildung eines
vorderen Pseudopods (Schritt 1). Dieser nimmt (Aaindsionsmolekiile, insbesondere
Integrine, Kontakt zur umliegenden Matrix auf (StthH). Diese Interaktionszonen
zwischen Zelle und Gewebe werden fokale Kontaktr ddih&sionen genannt, welche
zusatzlich Transmembranproteasen rekrutieren uradeqlytische Funktion gegen
umliegende Gewebestrukturen austiben. Man geht dawmy dass durch lokale
perizellulare Proteolyse des Bindewebes die Migraterleichtert wird (Schritt 111).
Uber Quervernetzung und Stabilisierung der Aktafiente durch Aktin-bindende
Proteine, z. B. Myosin I, erfolgt die Kontraktiales Zellkdrpers (Schritt IV), wodurch
das Hinterende der Zelle in Migrationsrichtung ggzo wird und die Zelle an
Matrixstrukturen entlang gleitet (Schritt V). Durbtdiederholen dieser Phasen wandert
die Zelle.

Die Migration der Krebszelle im menschlichen Korpgus dem Primartumor in
Richtung von GefalRen erfordert die Interaktion @dértstproteinen des Bindegewebes.
Das Bindegewebe besteht aus Zellen und sie umgeberttazellularer Matrix (ECM).

Kollagen, insbesondere Typ | Kollagen, ist das witte Strukturprotein der ECK13



Es hat eine fibrillare Struktur, die durch die Zusaenlagerung je drei sogenannter
Ketten zu einer Tripelhelix und je funf Tripelhad&x zu einer Kollagenmikrofibrille
entsteht® Kollagen wird von zellularen Adhasionsmolekiilen zfisch gebundefi™®

und durch I16sliche oder zellgebundende Proteaseha@genasen) gespaltéh?

non-polar, sessile state

v

¥ de novo path

Abb. 1: 5-Schritt-Modell der Einzelzellmigration durch dreidimensionale Matrix. Die Schritte 1-V
laufen aufeinanderfolgend und zyklisch ab und filHe¢ztendlich zu Zellmigration und strukturellem
Umbau der ECM. Weisse Pfeile: Bewegung; rote Pf&itafterzeugung. (aus Friedl und Wolf, 2689



1.1.1 Bedeutung des Zytoskeletts bei der Tumorzeilasion

Die fur Zellmigration notwendige Polarisierung, rhanische Kraft und Plastizitat, d.h.
Verformbarkeit der Zelle, werden fast ausschlidfdlidurch das intrazellulare

Zytoskelett vermittelt.

1.1.1.1 Struktur und Funktion des Aktin Zytoskeletts

Das Zytoskelett besteht aus drei Arten von Profdementen. Intermediarfilamente
vermitteln mechanische Stabilitat und Widerstartigteit**° Microtubuli sind fir
die Verteilung der Zellorganellen und den Umsatz fakalen Kontakten zustandig™
und Aktin-Filamente (F-Aktin) vermitteln Formverégrdng und Fortbewegung der
Zelle®: 2

Wie auch die anderen Filamente besteht das Aktinskglett aus Monomeren, die zu
langlichen Filamenten oder filamenttsen Netzwerkggregieren. Der erste Schritt zur
Entstehung eines Filaments ist die Nukleation, drei Monomere verbinden sich zu
einem Trimer. Sie findet meist in N&he bzw. knapgethalb der Plasmamembran statt
(Abb. 2). Als Konsequenz befinden sich die meigd&tin-Filamente in der Peripherie
der Zelle, dem Kortex, und bestimmen so die GestaltBewegung der Zelloberflache.
Die Aktin-Nukleation wird durch Signale von auR3aeteoaus dem Zellinneren lber eine
Kaskade von Signalmolekilen reguliert. Diese so@F& (Nucleation promoting
factors), wie z.B. WASP, N-WASP, Scar/WAVE oder ¥eayosin |, aktivieren alle
den ARP2/3-Komplex, der wiederum die Aktin-Nukleatiund die Ausbildung von
Aktinnetzwerken initiierf??° Formine, wie z.B. mDia, werden von kleinen G-Pirta
aktiviert und unterstiitzen die Aktin-Nukleation udé Elongation der Filamenté.
Dies ermdglicht der Zelle ihre Form in Abhangigkein Anderungen der Umgebung
bzw. des intrazellularen Signalniveaus anzupassen.

Die Nukleation ist der Ausgangspunkt fur eine Payisation, es kommt zur Bildung
eines helikalen Aktin-Filaments. Dieser Prozeldhamisch und reversibel, so dass
die Aktin-Filamente je nach Bedarf standig auf- abd umgebaut werden. Der Auf-,
Ab- und Umbau von Aktin-Filamenten wird durch za&ithe Proteine beeinflusst.



Der ARP2/3-Komplex bildet den Beginn eines AktitaRients. Thymosin bindet
geloste Aktin-Monomere und verhindert deren Polysation. Profilin bindet
kompetitiv. mit Thymosin und rekrutiert so Monomefér eine Verlangerung
bestehender Aktin-Filamente. An diese kann einewes Protein, Cofilin, binden, das

tiber Depolymerisation zum Umbau von Aktinfilamentirt 22-°
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Abb. 2: Aktin-Filament-Polymerisation und Depolymerisation am Vorderende der Zelle (aus
Pollard und Borisy 2003

Um Stabilitat und Kontraktilitdt zu vermitteln wexd die einzelnen Aktin-Filamente zu
gréReren Organisationseinheiten verbunden. Wiclilga-kreuzvernetzende Proteine
sind Filamin oder ARPs, die Aktinfilamente zu eingalartigen Netzwerk verknupfen.
Zudem konnen Aktin-Filamente parallel gebtindeltdeer Wahrend durch Bindung an
a-Aktinin lose kontraktile Blindel entstehen, bindémnbrin die Filamente zu dichten
parallelen Bundeln.

Die Vernetzungstypen von Aktin liegen in untersdh@hen Zellregionen vor und

tragen unterschiedliche Funktionen.



Tabelle 1Aktin-abhéngige Strukuren (Auswahl)

Aktin-reiche Aufbau Lokalisation Funktion
Strukturen
Lamellipodien Vernetztes Aktin Vorderfront der | Gerichtete
Zelle Protrusion,
Zellmigratiort™ 32
Filopodien, Dichte Parallele Zellkortex Sensorisches
Dendriten Aktin-Bundel Organ, Adhasion,
Zellmigratior?®
Stressfasern Aktin- Zytoplasma, Kontraktilitat,
Myosinblndel Zellkontakte Form, Adhésion,
Zellmigratior?*

So liegt vernetztes Aktin unterhalb der Zellmembramd bildet stabile wie auch
dynamische Regionen des Zellkortex, insbesondeexhdl Lamellipodien und

zylindrische Pseudopodien. Parallele Bundel lagsegerartige, dinne Zellauslaufer,
Filopodien oder langere Dendriten entstehen.

Die durcha-Aktinin verbundenen lockeren kontraktilen Bindasden zwischen den
einzelnen Filamenten Platz, so dass sich Myosginllagern kann, das die Filamente
zunachst fest vernetzt. Durch Spaltung von ATP aiyosvhkopf bricht die feste

Vernetzung auf, es kommt zum Abknicken der Myospikéund durch Gleiten der

Myosinfilamente entlang der Aktinfilamente zur Véarkung der parallelen Fasern. So
entstehen kontraktile Bilndel, die sogenannten Sassrn. Die Entstehung dieser
unterschiedlichen Organisationsformen von Aktin mitiren unterschiedlichen

Funktionen unterliegt der Kontrolle von kleinen &finen®

1.1.1.2 Kontrolle des Zytoskeletts durch kleine G-fteine

Die Familie der Rho-GTPasen besteht aus 20 Mitghied die eine Vielzahl von
Funktionen reguliert, u.a. die Organisation desi\Kytoskeletts und Zellmigratiof.
Rho-GTPasen funktionieren wie Schalter. Haben Ji€ Gebunden, sind sie aktiv und
kénnen an spezifische Effektoren binden, die unteeslliche Prozesse in Gang setzen.
Durch Bindung von GDP werden sie inaktiviert. Ole @TPasen aktiv oder inaktiv
sind, wird durch regulatorische Proteine gestelletGEFs (Guanin Nucleotide
Exchange Factors) katalysieren die Freisetzung B und nachfolgende Bindung



von GTP?" *® Die Inaktivierung durch Hydrolysierung von GTP @&DP wird durch
GAPs (GTPase activating Proteins) gefoérde@Dls (Guanin Nucleotide Dissociation
Inhibitors) binden sowohl inaktive als auch akti@dPasen und verhindern so die
Interaktion mit GEFs und Effektorproteiné&h.

Viele Effektorproteine von Rho-GTPasen sind Seimebnin-Kinasen, die
nachgeschaltete Proteine phosphorylieren und smB&@skaden in Gang setzén.

..
o0

Inaktive Aktive

GTPase GTPase Effektor mmp Eif?el?(?eische

R

Abb. 3: GTPase Zyklus.(GEF: Guanin Nucleotid Exchange Factors, GAP: GER&ctivating Proteins,
P: Phosphat)

1.1.1.2.1 Rac und Cdc42

Zwei wichtige Vertreter der Rho-GTPasen sind Rad @dc42. Rac induziert die
Bildung von Lamellipodien und anderen Membranaugstigen (,Ruffles”) am
Vorderende der Zell& ** Durch die Bildung einer protrusiven ForderfrontefipRac
eine wichtige Rolle bei der Zellmigration. Dies de&ht zu einem Grol3teil tUber
Stimulation der Aktin-Polymerisatioff: ** Rac aktiviert iiber PAKs (p21l-activated



kinases, Serin-Threonin-Kinasen) und Scar/WAVEgerilNPF, Arp2/3, und fuhrt so
durch Aktin-Nukleation und Polymerisation zu Prsion®*>*’ Zugleich fithrt Rac tber
den nachgeschalteten Effektor WAVE zu einer Reduktier Phosphorylierung von
MLC (Myosin-Light-Chain) und vermindert somit diecldmyosin-Kontraktilitdt der
Zelle®

Cdc42 induziert die Bildung von Filopodien und férddie Zellmigration. Es aktiviert
PAKs und den NPF WASP, die wiederum Arp2/3 aktiemerDurch die initiierte Aktin-
Polymerisation entstehen schmale Aktinbiindel, d@pbdien?>*

Zellen mit einem verminderten Anteil von aktivem cRand Cdc42 zeigen einen
runderen Phanotyp und eine verminderte Migratiopsigeindigkeit? Es wurde zudem
ein Zusammenhang zwischen elongierter, mesenchynzdéform und Level an
aktivem Rac gezeigt sowie nach Aktivierung von Rat erhéhter Anteil elongierter
Zellen?®

Fur Zellen in dreidimensionaler Matrix ist beschea, dass Rac insbesondere fur die
mesenchymale Form der Migration, d.h. fur langlicdtedlen die mit Hilfe von ECM-

Proteolyse wandern, eine wichtige Rolle spi&lt.

1.1.1.2.2 Rho und ROCK

Rho induziert Stressfasern und fokale Kontakte badh&sionen, die sich in einer
gesteigerten Adhasion der Zelle an die umgebendexMaiswirken>*

Rho aktiviert u.a. die Serin-Threonin-Kinasen ROCKind ROCK-2 (wegen der
hochgradigen Ahnlichkeit ihrer Sequenz werden siegFblgenden generell als ROCK
bezeichnet}> ROCK hemmt die Myosin-Light-Chain(MLC)-Posphatased fiihrt so
zu einer erhdhten Phosphorylierung der M®G\uRerdem kann ROCK anstelle der
MLC-Kinase die MLC selbst phosphorylieren und sodsin Il aktivieren. Myosin Il
interkaliert zwischen Aktinbindeln, und es kommtatuVerkirzung der Bundel zu
Kontraktion®’

Das zweite wichtige Protein, das durch ROCK aktiweird, ist die LIM-Kinase. Sie
inhibiert Cofilin, das Aktin depolymerisiert, durddhhoshporylierung. Die Hemmung
von Cofilin stabilisiert organisiertes F-Aktin wie.B. Stressfasern oder kortikales
Aktin.>®



Rho vermittelt zudem, wie Rac und Cdc42, Aktin-Podyisation, wenn auch in
geringerem Ausmaf?. Dies wird jedoch nicht iiber ROCK vermittelt, sondéber das
Formin mDia®" ®* In Kombination fiilhren mDia-vermittelte Aktinpolymisation und
ROCK-vermittelte Actomyosinkontraktilitat zu einerhéhten kortikalen Rigiditat und
Zellspannung. Zellvermittelte Zugspannung fihrteredd wie von auf3en durch
Dehnung erzeugte Zugspannung, zur Bildung vonsSfeern und einer Verstarkung
und Lebenszeitverlangerung fokaler Adhasiotfen.

FUr Einzelzellmigration in 3D-Matrices ist gezeigbrden, dass Rho und ROCK die
sogenannte amoboide Form der Migration férdern. deser haben die Zellen eine
rundliche Morphologie und wandern unter Bildung vgrlebs“,d.h. blasenartigen
Ausstilpungen, an der Oberflache und unter Umstiéntiee Matrixdegeneration. Fur

mesenchymale Migration hingegen scheint Rho/ROGKekRolle zu spieler® 3

Die kleinen GTPasen beeinflussen ihre Aktivitdtragegenseitig. So aktiviert Cdc42
Rac, d.h. Filopodien sind eng mit Lamellipodia vergft und treten haufig gemeinsam
auf® Rac und Rho/ROCK verhalten sich weitgehend aniatisch. Rac hemmt Rho
Uber die Bildung von ROS (Reactive Oxygen Speciasgd Aktivierung von
p190RhoGAPR" ® sowie durch Inaktivierung des GEFs NET-IROCK inhibiert Rac
durch Aktivierung des Rac-spezifischen Filamin$G®P sowie tiber ARHGAP2Y:
Es wurde zudem gezeigt, dass konstitutive Aktivigriton ROCK zur Verminderung
von Rac-GTP, also aktivem Rac, fiifftt.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Zefipéd und Migration das
Zusammenspiel unterschiedlicher Signalwege und Regen des Zytoskeletts
erfordern. Im Zellinneren werden diese Vorgange den kleinen G-Proteinen Rho,
Rac, Cdc42, ihren nachgeschalteten Effektoren urdinAhindenden Proteinen

gesteuert.
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Abb. 4: Steuerung des Zytoskeletts durch Rac, Rho/ROCK un@dc42.

1.1.2 Zelladhasionsmolekile und fokale Kontakte

Tumorzellen wandern innerhalb dreidimensionalen €&ms. Zelladh&sionsmolekile,
insbesondere Integrine, stellen bei der Zellmigratieine tempordre Verbindung
zwischen Zytoskelett und umgebender ECM her. Siaah sowohl als Anker als auch
zur Signaltransduktioft "

Integrine sind transmembrane Glycoproteine, die eumer grof3en extrazelluldren
Doméne, einer einzelnen transmembranen Doméane, widem kurzen
zytoplasmatischen Ende beste%i?Sie sind Heterodimere, die aus eineund einer
3-Untereinheit bestehen. Nach der R-Untereinheitdeve Integrin Subfamilien
unterschiede® Jede o Kombination hat ihre eigene Bindungsspezifitait an
Komponenten der ECM, so bindet zcR1-Integrin fibrillares Typ | Kollageff:
Integrine leiten Signale durch die Zellmembran hiath in zwei Richtungen:

(1) Signale aus der Zelle vermitteln die Bindungkatit der Integrine gegentber der
ECM (,In-Out-Signalling®), (2) von der ECM ausgelten Signale werden mit Hilfe
von Integrinen ins Zellinnere transduziert (,OutSignalling®).”* "

Die Signaltransduktion wird durch Integrin-bindenéldapter-Molekiile, wie z.B. die

kleinen GTPasen, die Phosphoinositolphophatase dderFocal-Adhesion-Kinase



(FAK) vermittelt® “** Die Verbindung von Integrinen, genauergesagt dem
zytoplasmatischen Teil der [3-Untereinheit, und de&ktin-Zytoskelett erfolgt tber
aktinbindende Proteine wie z.B. Talin, VinculinAktinin oder Paxillin’®

Die Bindung der Integrin-Heterodimere an die ECM risversibel. Dies ermdglicht
schnelle Anderungen der Konformation der Integting Cluster-Bildung.

Im Rahmen der Zellmigration |0st die Berthrung eidellprotrusion mit der ECM eine
Anhaufung von Integrinen, Signalmolekilen und Eleter des Zytoskeletts aus, es
bilden sich sogenannte Fokale Komplék®iese kdnnen zu stabileren, langlebigeren
fokalen Adhéasionen reifef{.Bei der Zellmigration dissoziieren die fokalen Adionen
am Hinterende der wandernden Zellen wieder. Diegegvordenen Integrine gelangen
zum Vorderende der Zelle zuriick, und ermdglichewsitere Migration'*

Wahrend die durch Integrine vermittelte Adhasiohrsgut geklart ist, ist Uber den
Ablauf des ,Loslassens”, der Ablosung einer Zetha der ECM, bisher wenig bekannt.
Man weil3, dass fir die Auflosung einer fokalen Aslbé das koordinierte
Zusammenspiel von Aktin, Aktin-bindenden Protein8ignalmolekilen und Effektor-
Enzymen wie Proteasen, Kinasen und Phosphataséq istit Es wurde weiterhin
gezeigt, dass wahrend der Ablésung des HinteremdeRahmen der Zellmigration
Retraktionsfasern und Risse in der Zellmembranteims. Dadurch werden Stuckchen
von Zellmaterial, die auch Integrine enthaltenjizkgelasse?

1.1.3 Matrixverdau durch Proteasen

Eine Vielzahl von Proteasen, wie z.B. Metallo-,i&erCystein- und Aspartatproteasen,
spielen bei der Interaktion von Zellen und ECM irmhighen von physiologischen wie
pathologischen Zellmigrations- und Gewebeumbaummse® eine wichtige Rolle.

Insbesondere die Familie der Matrix-Metalloproteag®MPs) enthélt einige der
wichtigsten Proteasen, die zum Abbau und Umbau EEM im Rahmen der

Tumorzellmigration beitragef?: %

Die Familie der MMPs besteht aus 25 Mitgliederng @ funf Gruppen unterteilt

werden. Wahrend manche davon von der Zelle sezemerden, sind andere uber
Proteine in der Zellmembran verank&rt®' Die I6slichen MMPs kénnen direkt an
Integrine binde?> Die membrane-type MMPs (MT1-MMP — MT5-MMP)

10



durchspannen die Zellmembran, haben eine kurzeplagmatische Domane und ko-
lokalisieren mit Integrinen die an Kollagenfasemthariererf®> 8 So reichern sich
MMPs in Regionen des Zellkontakts mit extrazelleféSubstraten an, wie z.B. an der
Vorderfront migrierender Zellen und an fokalen Kakien®®

Kollagenasen, eine Gruppe der MMPs, sind neutredéeBsen, die fibrillares Kollagen
charakteristisch in %2 und % Fragmente spalten. Ndlka Kollagenasen gibt es weitere
MMP-Gruppen, z.B. Stromelysine und Gelatinasenchelsezerniert werden und zum
Abbau denaturierten Kollagens oder auch zur Aktung und Sekretion von
Wachstumsfaktoren beitragen. Die MMPs haben Ubeelagle Substratspezifitaten und
zusammen konnen sie die meisten, wenn nicht allaptmenten der ECM spaltéh.

Im Rahmen der Tumorprogression werden viele der EBbauenden Enzyme
hochreguliert und aktiviert, darunter MMPs, aberchauSerin-Proteasen und
Cathepsin&® Da diese Proteasen sowohl Basalmembran als aoiléfes Kollagen,
den Hauptbestandteil des Bindegewebes, abbauent rdan ihnen eine entscheidende

Rolle bei der Tumorzellinvasion ein.
1.2 Plastizitat der Tumorzellmigration durch molekulare Interferenz

Die oben beschriebenen molekularen Mechanismereriragr mesenchymalen oder
amoboiden Migration von Zellen, insbesondere vomaizellen bei. Neben diesen
beiden Formen der Zellmigration wurden in molekaharinterferenzstudien auch

Ubergangszustande dieser Migrationsformen besamnieb
1.2.1 Hemmung von Oberflachenproteasen und Integriem

Die fast vollstandige Blockade samtlicher Oberfi&Embroteasen verhindert nicht die
Migration mesenchymaler Zellen, sondern es wirdibergang in amdboide Migration
induziert. Wahrend mesenchymale Tumorzellen lahgdgindelférmig mit Hilfe von

Matrix-Degeneration wandern, zeigen die proteasieiatien Zellen einen amdboiden
Phanotyp (mesenchymal-amoéboider Ubergang). Diernndlicheren Zellen migrieren
mit Hilfe morphologischer Adaptation (v.a. durchHdging von Konstriktionsringen) an

die umgebende ECM ohne diese abzub&len.
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Ein weiteres Beispiel fir Ubergangszustande sti#it Blockade von Integrinen in
kollektiv wandernden Tumorzellverbanden dar. Dukdbmmung der Integrine und
somit Schwachung der Zell-Zell- und Zell-Matrixkakte, kommt es zur Loslésung
einzelner Zellen und amoboider Einzelzellmigratjkollektiv-amoboider Ubergand?:

89

Um diese Ausweich-Typen der Migration zu ermdglicheuss sich die Plastizitat der
Zellen und damit das Zytoskelett anpassen. Es ralsssintrazellulare Mechanismen

geben, die hier in Form und Funktion des Zytoskekihgreifen.
1.2.2 Interferenz mit Rho-GTPasen

Die Notwendigkeit eines intakten Aktin-Zytoskeldfiis die Tumorzellmigration bot die
Grundlage fur eine Anzahl an Experimenten mit deral Zumorprogression und
Metastasierung zu hemmen. Als aussichtsreiche itohé#m werden insbesondere
Inhibitoren der kleinen G-Proteine bzw. ihrer Etf@len diskutiert.

Analysen von malignen Tumorzellen bzw. Tumorgewabsg in vivo Modellen zeigen
sowohl auf Genomebeffeals auch auf Proteinebéhe’®. dass bei invasiven Tumoren
die Expression von Rho/ROCK hochreguliert ist. Elsemt also einen Zusammenhang
zwischen Invasivitat und Signalsteuerung durch RRMZK zu geben.

Ahnliche Hinweise gibt es auch fiir Rac. In vitrot@azeigen, dass konstitutiv aktives
Rac ein gesteigertes metastatisches Potential tmeftyovahrend konstitutiv negatives
Rac zu verminderter Invasivitat fulft. ® Nach Inhibition von Rac wurde die
Hemmung des mesenchymalen Phénotyps und mesenenyMagjration sowie der
Ubergang in einen rundlichen, amoboid migrierenleénotyp beschriebéf.

Es wurden zahlreiche Inhibitionsstudien insbesandées Rho/ROCK Signalwegs
durchgeflnhrt.

In 2D Modellen fallt nach Inhibition von ROCK eirmghanotypische Veranderung im
Sinne der Ausbildung langlicher Protrusionen But® Beziiglich der Zellmigration sind
die in 2D gewonnenen Daten uneinheitlich, grof3teitsdie Migration nach ROCK
Inhibition gesteigert®*’in einzelnen Fallen jedoch inhibiéff: 1

Im 3D Modell ist eine Veranderung des Phanotypsirahibition von Myosin-Il bzw.
von ROCK und MRCK (die ebenfalls zur AktivierungrddLC fuhrt) beschrieben. Die
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sogenannte ,Collapsed Morphology” ist durch einemdiichen Zellkérper und
residuelle Fasern gekennzeichffebiese Zellen zeigen auch eine gehemmte Invasion
sowie Migration in einer 3D Matrix. Auch nach Hemmguvon ROCK allein ist in 3D
in vitro wie in vivo Invasion sowie Zellmigration deutlich reduzi€® Es gibt Arbeiten
die zudem den Einfluss einer ROCK-Inhibition auhTarzellen und deren Migration in
Zusammenhang mit deren nativer Migrationform (rigidbder langlich) bringeff’ >*
13 sanz-Moreno et &F postulieren durch ROCK-Inhibition in rundlichen
Melanomzellen die Konversion in einen mesenchymaki@notyp der auf 3D
Kollagenmatrices elongiert migriert. Eine simultaddemmung von ROCK und Ran
vitro fihrt zu einer verminderten Invasivitdt von Melareellen im 3D-
Invasionsassa¥’. In in vivo Modellen wurde die Inhibition sowohl von ROCK alsch
von Oberflachenproteasen als potentielle Therapyiotikeit untersucht, mit
vielversprechenden ersten Ergebnis$art®4-10

Um weitere Erkenntnisse Uber die Bedeutung von RQGKjewinnen, wurden eine
Reihe an Studien mit konstitutiv aktivem ROCK dwgefiihrt. Konstitutive Aktivierung
von ROCK resultiert demnach in einem rundlichen reityp mit Verlust der
Polaritat®® %" 19’ Dje Migration istin vitro in 2D sowie 3D Modellen (u.a. Boyden
Kammer) vermindert” *%Im in vivo Modell, in diesem Fall wurden Mausen subkutan
Colonkarzinomzellen injiziert aus denen Tumorensimden, resultierte konstitutiv
aktives ROCK in aggressiver Tumorzelldisseminatfn.

G-Proteine und ihre ,Downstream“-Effektoren singaalals Schlisselmolekile der
Zellplastizitat Ziel von Versuchen mehr tber Zekgizitat und —migration zu erfahren
und werden auch als Ansatz fir mogliche neue Themagegen Krebs gesehen.

1.3 Ziel der Studie

Nachdem der amdboide Phanotyp nach Proteaseinmhitid die amodboide Migration
als maogliche ,Ausweich“-Strategie von Tumorzelleach molekularer Interferenz
etabliert worden wéf, stellte sich die Frage ob durch gezielte Manipoeder kleinen

GTPasen bzw. deren Effektoren der Ubergang vom moagealen zum amdboiden
Phanotyp induzierbar ist. Wahrend Daten zu 2D Mededowie 3D Matrigel vorlagen,

war weitgehend unklar, wie Rho GTPasen die Migratimn Tumorzellen durch
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dreidimensionales insterstitielles Kollagen modelre Im Rahmen dieser Arbeit sollte
geklart werden, ob

- durch Hemmung von Rac ein amdboider Phanotypziedoar ist

- die Hemmung von ROCK den amdboiden Phénotyp mddnt

- in Zellen nach Inhibition von ROCK und Rac diehkgkeit zur Migration und
Interaktion mit der ECM erhalten ist.

Zudem sollte geklart werden, welche Rolle Rac u@CR flr die Einzelzellmigration
von Tumorzellen in einer dreidimensionalen Matrpieten. Uns interessierten die
morphologischen Korrelate zu den vorbeschrieben#fakten in 3D (die meisten
Vorarbeiten waren nur 2D) mit Zellplastizitat, ahting von Aktin und Integrinen

sowie die Effekte auf die Einzelzellmigration.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Produkt

Zellmigration und Kontraktionsassay:

DMEM
PenStrep

FCS

RPMI

G418

Hygromycin B

PBS

EDTA
Natriumbicarbonat 7,5%
MEM

Vitrogen

(dermales bovines Kollagen)
Poly-HEMA

FACS-Viabilitatsassay:

Collagenase |

Propidiumiodid

Herkunft

PAN, Heidenheim

Gibco BRL, Life technologies, Paisly,
Schottland

Biowhittaker, Verviers, Belgien
PAN, Heidenheim
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden

Life Technology, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufenkirchen

ICN, Meckenheim

Cohesion, Palo Alto, California

Sigma, Taufenkirchen

Sigma, Taufenkirchen

Sigma, Taufenkirchen
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Transfektion und Transfektionsnachweis:

Lipofectamin 2000 Invitrogen, Karlsruhe

ROCK-V14 Vektot®> 10 Y. Nishimura, Kyushu University, Japan
Cytofix/Cytosperm-Kit BD Biosciences, Heidelberg
Laemmli-Puffer Sigma, Taufenkirchen

Inhibitoren und Plasmide

Y-27632 Calbiochem, Bad Soden
Letales Toxin C. sordelii) H. Barth, Ulm

BB-2516 (Marimastat) British Biotech, Oxford, UK
Pepstatin A Sigma, Taufkirchen
Trans-Epoxysuccinyl-L-leucyl-

amide-(4-guanidino)butane(E 64) Sigma, Taufkirchen
Aprotinin Sigma, Taufkirchen

Leupeptin Molecular Probes, Leiden, NL

Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe

Primére:

Phalloidin—Alexa 568 Molecular Probes, Leideh, N
IgG1 Maus anti-human 31 Integrin (4B4) Coulter-Inmotech, Krefeld
IgG2a Maus anti-human 31 Integrin (K20) Coulter-lomotech, Krefeld

COL % Ibex Pharmaceuticals, Toronto, Canada
Anti-Flag-M2-FITC Sigma, Taufkirchen

Sekundére:

Ziege anti-Hase Alexa 488 Molecular Probes, Liejdél

Ziege anti-Maus CY5 Invitrogen, Karlsruhe

Ziege anti-Hase FITC Invitrogen, Karlsruhe

Calcein Molecular Probes, Leiden, NL
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Zellinien:

HT1080-MT1 A. Strongin, The Burnham Institute,
La Jolla, California

MV3 G. van Muijen, Universitat Nijmegen, NL

Humane Fibroblasten Universitats-Hautklinik, \&kiurg

Ausrustung:

Zentrifuge Haereus Sepatech

Temperaturmessgerate Statop 4849

Rotlicht Phillips

Mikroskope DM-IL; Leica, Heidelberg

Kamera VPC-175; Sony, Berlin

Digitales Aufnahmeprogramm IsCap

Filmverarbeitung Quick Time Player

Bildbearbeitung Adobe Photoshop, Scion Image

Konfokalmikroskop Leica, Bensheim

BD FACS Canto Becton Dickinson, Heidelberg

FACS DiVa Becton Dickinson, Heidelberg

FACS Software WinMDI

Zelltrackingprogramm nach Gunzer et al., 2060

2.2 Methoden

2.2.1 Zellinien und Zellkultur

Fur die Experimente wurden verschiedene Zellinieenubzt, die alle in einer
Kollagenmatrix spontan migrieren. Neben invasivad im Mausmodell metastatischen

HT1080-MT1 Fibrosarkomzellen (HT-1080 Zellen, dieTMMMP Uberexprimieren)

und humanen MV3 Melanomzellen wurden flr einige taltversuche auch primare
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humane Vorhautfibroblasten eingesetzt. Die Fibmtbla und MV-3 Zellen wurden in
RPMI (mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und 1% Pemicilnd Streptomycin) kultiviert.
Die HT1080-MT1 Zellen, die eine G418-Resistenz érggin DMEM (mit 10%

hitzeinaktiviertem FCS, 1% Penicillin und Streptarmy mit zusatzlich 0,2mg/ml
G418).

Alle Zellkulturen wurden bei 37°C in feuchter 5% £&tmosphare inkubiert.

2.2.2 Inhibitoren und Reagenzien

Inhibition von Rac mit lethalem ToxirC{ostridium sordelii)

Rac wurde mit lethalem Toxitf gehemmt. Dieses bewirkt mit UDP-Glukose als
Kosubstrat eine spezifische mono-O-Glycosylieruag @hreonin-35 von Rac, was die
GTPase Aktivitat von Rac deutlich vermindert un@ @indung an nachgeschaltete
Effektoren, wie z.B. PAKs, hemmt” 3 Lethales Toxin wurde in gleicher
Konzentration (1ug/ml) vor Beginn der Polymerisatieu Kollagengelen und

Mediumuberstand zugefugt.

Inhibition von ROCK mit Y-27632
ROCK wurde mit Y-27632 gehemmt. Der Inhibitor wurge in einer Konzentration

von 20uM) vor Beginn der Migration Kollagengelerms® Uberstand zugefiigt. Y-
27632 gelangt durch erleichterte Diffusion ins itglere und hemmt dort die GTPase-
Aktivitat von ROCK selektiv, vermutlich durch Bindg im aktiven Zentrunt>

Proteaseinhibitoren

Zur Blockade oberflachlicher MMP-Proteasen wurde lehibitor-Cocktail bestehend
aus BB-2516 (=Marimastat) (100uM), Leupeptin (2uMgpstatin A (100uM), E-64
(250pM) und Aprotinin (2,2 pM) verwendet (wie besehen in Wolf et al., 2053).

Der Proteaseinhibitorcocktail wurde vor den jevgaiih Experimenten frisch gemischt
und in der jeweiligen Konzentration gleichermal3emw Beginn der Polymerisation

Kollagengelen und Uberstand zugefiigt.
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2.2.3 Transfektion von HT1080-MT1 Zellen mit konstiutiv aktivem ROCK-V14

HT1080-MT1 Zellen wurden mit einem Plasmid, das @avkonstitutiv aktives ROCK-
V14 als auch ein Resistenzgen gegen Hygromycind#ntinansifiziert. Als Kontrolle
wurden Zellen mit dem leeren Plasmidvektor ohne R4 transifiziert (MOCK-
Zellen).

Am Tag vor der Transfektion wurden HT1080-MT1 Zell@bgeldst und gezahlt. Eine
6-Loch-Platte wurde mit 2 ml DMEM/Loch mit 10% F@&ne Antibiotikum) bei 37°
vorinkubiert, und je 1,5xf0Zellen zugegeben. Die Transfektion erfolgte beio8®b
Konfluenz mit Lipofectamin. Je 250ul DMEM wurden tndug DNA bzw. 5ul
Lipofectamin vermischt, fir 5 min bei Raumtemperaiokubiert, anschliel3end
vermischt, und weitere 30 min bei Raumtemperatuubrert. Lipid/DNA Komplex
(500pu1) wurde zum Uberstand der Zellkulturen hiremygpben und diese insgesamt 24 h
bei 37°C inkubiert. Nach 4h wurde ein Mediumwechsmigenommen. Am nachsten
Tag wurden die transfizierten Zellen abgel6st, fnschem Medium passagiert und zur
Selektion in 100pug/ml Hygromycin sowie 1mg/ml GAlBtiviert.

Die Transfektionseffizienz wurde nun durch Nachwesn ROCK-V14 mittels
Durchflusszytometrie und Westernblot Gberpruft.

Fur die durchflusszytometrische Darstellung der rEgpion transfizierten ROCK-V14
wurden die Zellen funf Tage nach Transfektion miDTA abgelost, mit BD
Cytofix/Cytosperm Solution (1:1) inkubiert (20 mid°C) und nach zweimaligem
Waschen in 1ml BD Perm/ Wash Solution fir 30 Mimutenit 10pug/ml FITC-
konjugiertem anti-Flag-M2-AK auf Eis inkubiert. Dggefarbten Zellen wurden zweimal
in 1ml BD Perm/ Wash Solution gewaschen, in 30@$ Rufgenommen und die FITC
Fluoreszenz am FACS gemessen. Als zuséatzliche #&ltrwurden mit BD
Cytofix/Cytosperm Kit behandelte Zellen ohne artg=M2-AK mitgefuhrt.

Fur den Westernblot wurden Zellsuspensionen ausansfizierten, ROCK-V14
transifizierten und MOCK-Vektor transfizierten Zail hergestellt, in Laemmli-Puffer
lysiert und auf SDS-Polyacrylamidgelen aufgetragds. Marker fir ROCK-AKktivitat
wurde phosphorylierte MLC gemessen, wie beschri@béoh et. al 1999%°
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2.2.4 Herstellung von Zellkulturen in 3D Kollagenmarices

Die 3D Kollagen Matrix Kulturen wurden hergestelitie beschriebef* Das
Bicarbonat-gepufferte Gel bestand aus dermalemnkaviTyp | Kollagen (Vitrogen)
und MEM (Minimal Essential Eagle’s Medium). Das kagjen war sensibel fur eine
Spaltung durch MT1-MMP und resistent gegen Trypsias seinen nativen Zustand
bestatigt'® Die endgiiltige Kollagenkonzentration war 1,67mg/ml

Adharente, subkonfluente Zellen wurden mit€aind Md¢* freiem PBS gewaschen,
abgeldst mit EDTA (2 mM) (bzw. die Fibroblasten mirypsin/EDTA) fur 10 min bei
37°C, in Medium/10% FCS resuspendiert und auf efieidichte von 0,67x10
Zellen/ml eingestellt. Ein Volumenanteil Zellsuspim wurde dann mit zwei
Volumenanteilen Kollagenlésung vermischt. Das Zalllagen-Gemisch wurde dann
vor der Polymerisation entweder in eine Migratiarskner (s.u.), oder 24-Loch -Platte

geflllt bzw. als Tropfen auf ein Deckglaschen fipet

Um die Zellmigration in dreidimensionalen Kollageten zu beobachten, wurden
Migrationskammern hergestellt. Ein Objekttrager @na Deckglaschen (22 x 22 mm)
wurden an drei Seiten in einem Abstand von ~500uM emem Steg aus einem
Gemisch aus Paraffin und Vaseline (1:1) verbun&enblieb eine Seite offen um Zell-
Kollagen Gemisch und Medium in die Kammer zu fillBie ungefdhre KammergroRRe

betrug 20 x 20 x 0,5mm, was ein Volumen von ~2@8gibt.

Je 100ul Kollagen-Zell-Gemisch wurden in einer Migsnskammer fir 30 min bei
37°C inkubiert. Das Restvolumen der Kammer wurdaendait ~100ul Medium
aufgefullt, 30 Minuten bei 37°C equilibriert, unditnParaffin/Vaseline verschlossen.
Fur Inhibitionsversuche wurde der jeweilige Inholbi{fROCK-Inhibitor Y-27632, Rac-
Inhibitor LT, Protease-Inhibitoren) zur Kollagenlig (vor der Polymerisation) wie

auch zum Uberstand hinzugefugt.
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2.2.5 Zeitraffervideomikroskopie

Die Migration der Zellen in 3D Kollagenmatrices wan mit inverser
Lichtmikroskopie (ber CCD Kameras digital aufgenocemm Mit den Kameras
verbundene PCs steuerten uber das Progamm Isc#ufiahme. Durch ein Infrarot-
Heizsystem und Temperaturfiihler wurde die Tempeiatfidem Objekttisch konstant
bei 37°C gehalten. Sowohl die Migrationskammern aleh die Temperaturfihler
wurden mit Vaseline-Paraffin-Gemisch am Objekttiéigiert. Nach Fokussierung auf
eine mittelere z-Position der Kollagenmatrix erfelglie Zeitrafferaufnahme fiir ~20 h.
Die Bildrate betrug 2,5 min fir HT1080-MT1 Zellemdi5 min fir MV 3 Zellen und
Fibroblasten. Mit Hilfe des Quick Time Player wundelie Einzelbilder in Filme
umgewandelt. Bei diesen werden die Bilder mit eiferquenz von 10/sec abgespielt,
so dass sich fir die so entstandenen Filme einehBasmigung von 1350fach fir die
HT1080-MT1 Zellen und von 2700fach fur die MV 3 el und Fibroblasten ergibt.
Zum Teil werden in der vorliegenden Arbeit auchhélmit HT-1080-MT1 Zellen mit
2700facher Beschleunigung gezeigt um bestimmte d¢théne der Zelldynamik zu
verdeutlichen (siehe Film-Legende, S. 71f).

2.2.6 Analyse der Zellviabilitat durch DurchfluB3zytometrie

Um sicherzugehen, dass das MigrationsverhalterZdiben nach 20 Stunden im Gel
nicht durch Toxizitat der Inhibitoren bzw. Schadiguder Zellen verandert wird, wurde
regelmassig die Viabilitat der Zellen nach einend@dmikroskopie-Versuch Uberprift.
Hierzu wurden die Kollagengele durch Zugabe von lagenase | Elostridium
histolyticum) bei 37°C und einer Inkubationszeit von 30 min deait. Die so
freigesetzten Zellen wurden mit Propidiumjodid gkbfaund mit Flow Zytometrie

analysiert, wobei die Viabilitdt dem Prozentsatzmeht gefarbten Zellen entspricht.

21



2.2.7 Computerassistiertes Zelltracking und Analyseon Zellmigration und
Zellform

2.2.7.1 Analyse der Zellmigration

Die Wanderungspfade der Zellen wurden mittels Caerpassistiertem Zelltrackintf

in Raum und Zeit rekonstruiert. Nach zufalliger wa$l von 40 Zellen wurde deren
Position von Bild zu Bild mit dem Mauscursor vegpl d.h. ,getrackt®. Die
durchschnittliche Geschwindigkeit (,Speed”) einezllgopulation zu einem Zeitpunkt
entspricht der Addition aller Einzelschrittlangegtelt durch die Anzahl der Zellen. Die
durchschnittliche Geschwindigkeit einer Zelle Uben Zeitverlauf ergab sich aus der

Lange des zurtickgelegten Pfades dividiert durclddiér benétigte Zeit.

9 HT-MT1 Zell
Suspension Kontrolle
+ . — 2 ™ Inkubation
= (30 min. 37°C)
@ Kollagen Zellen in 3D ™ Inhibierte/ P
Kollagen-Matrix transfizierte
Zellen

8 unabhangige
Zeitraffer-
Videomikroskopie Anlagen

L Computer-assistierte
Auswertung
der Zellmigration

Abb. 5: Herstellung der 3D-Zell-Matrix-Gele, Zeitraffervide omikroskopie und Auswerten der
Filme Gber Zelltracking.
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2.2.7.2 Quantifizierung der Pseudopodlange

Die Lange von Pseudopodien wurde an konfokalmilspisichen Ubersichtsaufnahmen
von Calcein-gefarbten HT1080-MT1 Kontrollzellen umRIOCK-inhibierten Zellen

gemessen. Mit Hilfe des Programms Autocell wurde dienZellkdrper der einzelnen
Zelle eine optimierte Ellipse gelegt (,Ellipseniig”), die die Grenze zwischen
Zellkorper und Pseudopod definierte. Die Distaniseiven Ellipsenkante und Spitze

des langsten Pseudopods je Zelle wurde von Hargkmessen.

¥

Abb. 6: Messen der Pseudopodlang&.on der um den Zellkdrper gelegten Ellipse (blau$ wurde der
jeweils langste Pseudopod manuell gemessen (rote)Li

2.2.8 Kollagenkontraktion

Die Fahigkeit der Zellen die Kollagenmatrix zu kaftieren wurde durch einen
Kontraktionsassay quantifiziert. Hierzu wurde eiellZKollagengemisch mit einer
Zelldichte von 2,5 Mio/ml (siehe 2.2.4) in die L@&eheiner mit Poly-Heme
beschichteten 48-Loch-Platte geflllt (300ul Endwadm). Nach einer Inkubationszeit
von 30 min wurden die nun polymerisierten Gele j@iB00ul Medium Uberschichtet.
Inhibitoren lagen im Gel wie auch im Uberstand vdie Gele wurden jeweils nach
~2h, 6h, 24h und 48h photographiert. Als Mal3 fue ¢iontraktion wurden die
Gelflachen mit Hilfe von Adobe Photoshop und Sciorage als Pixel gemessen und

sind in Prozent der urspringlichen Gelflache wigdgeben.
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2.2.9 Konfokalmikroskopie

Fixierung

Fur die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurdenll&gen-Matrix-Kulturen wie
unter 2.2.4 beschrieben hergestellt. Die Zelldichegrug 33000/ml. Die Gele in
Tropfenform wurden fir 6h im Brutschrank inkubiartd anschlie3end fixiert. Hierfur
wurden sie mit frisch hergestelltem vorgewarmtenSR@puffertem Paraformaldehyd
(PFA, 37°C, 30min) inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen, und mit iRdrpern

inkubiert.

Farbung der fixierten Kollagengele

Die Farbung von in PFA-fixierten Kollagengelen weiid 6-Loch-Platten durch-
gefuhrt. Das Spulvolumen betrug 2-3 ml. Die Antg@nidsung von 100ul bedeckte als
Tropfen die Probe.

Farbeprotokoll:

PFA 30 min Fixierung

PBS 2 x 30 min Spulen

COL % 120 min Antigendetektion bei 4°

PBS 2 x 30 min Spulen

Ziege anti-Kaninchen-Alexa 488 60 min fluoreszaagkiert bei 4°

PBS 2 x 30 min Spulen

Phalloidin—Alexa 568 60 min Antigendetektion #g&
fluoreszenzmarkiert

PBS 2 x 30 min Spulen

4B4 und K20 120 min Antigendetektion bei 4°

PBS 2 x 30 min Spulen

Ziege anti-Maus CY5 60 min Antigendetektion Bei

PBS 2 x 30 min Spulen

Aufbewahrung bei 4°C in PBS
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Darstellung mit Konfokalmikroskopie

Nach der Farbung wurden die Kollagengele auf eickDias der Starke Null gelegt und
Uberflissige Flussigkeit entfernt. Das Deckglas deuranschlieend unter einem
Objekttrager mit Vaseline/Paraffin befestigt, ungk d¢o entstandene Kammer mit
PBS/PFA gefillt und verschlossen.

Die Proben wurden in einem inversen Konfokalmikaysklurch einen Laser angeregt,
und drei Fluoreszenzkandle sowie Transmission ueflelon detektiert. Die so

erhaltenen Einzelbilder wurden dreidimensional reauiert (wie beschrieben in
Maaser et al., 1999.

Lebendaufnahme

Neben den fixierten Zellen wurden auch konfokalmskopische Lebendaufnahmen
von ROCK-inhibierten Zellen gemacht. Hierfir wurdemederum Tropfengele mit
einer Zelldichte von 33000 Zellen/ml hergestellied® wurden mit 100ul Medium
einschlie3lich 20uM Y-27632 und 1uM Calcein Uberdatet und fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Kollagengele wurden daraufhin in eeivorgewarmte Kammer mit
equilibriertem Medium (ebenfalls mit 20uM Y-2763hgebettet. Die Temperatur von
37°C wurde sowohl fur den Transport zum Konfokakogkop als auch fir die Zeit der
Aufnahmen  aufrechterhalten. Die Zellen wurden mit eitiaffer-Laser-

Videomikroskopie in 4 z-Ebenen (Volumen 10 — 12 pm®,5 Minuten-Intervallen

Uber eine Stunde aufgenommen. Hierbei wurden samuRiuoreszenz, Transmission

und Reflexion detektiert und als Mehrfarb-Zeitreibkonstruiert.
2.2.10 Analyse der zellularen Proteaseaktivitat

Die Kollagenolyse dreidimensionaler Kollagenmasiagurch lebende Zellen wurde
gemessen nach Wolf et. al 2803Hierfir wurden 2% DQ FITC-Kollagen Typ 1
Monomere aus Rinderhaut mit Rattenschwanzkollagero-potymerisiert
(Endkonzentration 1,65mg/ml). Zellen in Medium oHpleenol-Rot (1x10Zellen/0,1
ml Medium/Loch), in die Kollagenmatrices einpolynsegrt und fir 40 h darin
kultiviert (37°C, 5% CO2). Nach Zentrifugation dgell-Kollagengele (15000 g, 10
min, 4°C) wurde der Uberstand, der freigesetztesTCFI enthielt, mit
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Spektrofluorometrie analysiert und in Bezug zu Kmilagenasen verdauter, zellfreier
Kollagen-Matrix (100% Wert) gesetzt.

2.2.11 Zell-Sorting

Die ROCK-V14-transfizierten Zellen sowie die mitndedVilOCK-Vektor transfizierten
Zellen wurden in 2 Gruppen sortiert, eine mit hoBepression von R1-Integrin ()
und eine mit niedriger 31 Expression {41 Hierfur wurden die HT1080-MT1-ROCK-
V14 Zellen und die HT1080-MT1-MOCK Zellen auf 10 &nl in D10 eingestellt und
bei 0° C mit K20 (Verdinnung: 1:10) fir 30 min g#ka AnschlieRend wurden die
Zellen abzentrifugiert und auf 4 Mio/ml eingesteldiese Zellen wurden mittels FACS-
Sorting (FACS DiVa, Becton Dickinson) nach 31-Integ=xpression sortiert (ca. 10%
Perzentilen). Die frisch gesorteten Zellen wurdewaschen und in voraquilibriertem
Medium mit G418 und Hygromycin tber Nacht kultitjein Kollagen-Matrices
eingebettet (siehe 2.2.4) und gefilmt (siehe 2.2.5)
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3. ERGEBNISSE

Die in den Experimenten vorwiegend verwendeten HDIBWIT1 Fibrosarkomzellen

sind ein etabliertes Modell der mesenchymalen Mignd’ Im Gegensatz zur
einleitend beschriebenen amdboiden Migration siresenchymal wandernde Zellen
langlich und bewegen sich neben der Ausbildung vBseudopodien und
Kraftentwicklung des Zytoskeletts auch mit Hilferw@®@berflachenproteasen fort, die
die umgebende Kollagenmatrix ab- und umbauen undiesdligration erleichtern. Es
ist etabliert, dass eine Hemmung von Oberflachéapsen zum Ubergang in einen
amoboid, nicht proteolytischen wandernden Phandifyyt, der nun mit Hilfe diffus

organisierter  Zell-Matrix-Kontakte mittels Zellvermung durch das 3D
Kollagennetzwerk wandeff.Mittels pharmakologischer Interferenz sollte namsucht

werden, welche weiteren Signalwege, insbesondereZgwmskelettregulation, einen

vergleichbaren Ubergang von mesenchymal zu amdawittollieren.

3.1 Hemmung der Zelldynamik durch Inhibition von Rac

Rac vermittelt durch Aktin-Polymerisation und Pusiion die Aktivitat der Vorderfront
der Zelle und Zellelongation. Daher sollte zunagestiart werden, ob Hemmung der
Rac Aktivitat in HT1080-MT1 Zellen zu einer rundien Form der Migration fihrt.

3.1.1 Hemmung der Migration

Die unbehandelnden HT1080-MT1 Kontrollzellen zeaigie den Zeitraffervideofilmen

das bekannte, mesenchymale Migrationsmuster (Filbh GlUgte man nun den
dreidimensionalen Kollagengelen mit den darin dighan Zellen sowie dem
Uberstand lethales ToxinClostridium sordelii) zu, nahm die Migration der Zellen
deutlich ab, so dass die Zellen aufgrund verbliebétytoskelettaktivitat quasi auf der
Stelle zappelten (Abb. 7; Film 02). Es zeigte ®ofe Reduktion der durchschnittlichen
Migrationsgeschwindigkeit um 90%, verglichen mitbehandelten Kontrollzellen

(Abb. 7a).
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Die Frage war nun, ob die Zellen sich durchschcittiveniger bewegen, weil die
Aktivitat von Rac essentiell fur eine intakte Migom ist, oder ob die Zellen durch LT
absterben. Es wurde daraufhin ein Viabilitatsassait Propidiumiodid (PI)
durchgefuhrt. Dieser zeigte dass die Viabilitit dem LT ausgesetzten Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen unveréandert war GAQ’b). Dies legt nahe, dass die
durch LT verursachte Reduktion der Migration eineelde Folge der Inhibition der
Rac-mediierten Protrusion der Vorderfront der Zedte

Es wurde zudem untersucht, ob eine partielle Itibibivon Rac durch niedrigere Dosen
von LT noch andere phanotypische Veranderungemtr8o behandelte HT1080-MT1
Zellen zeigten jedoch den mesenchymalen PhanotyKdstrollzellen (Daten nicht
gezeigt). Dies lasst annehmen, dass der améboideoBip nicht das Ergebnis einer

alleinigen ,Down-Regulation” von Rac ist.

3.1.2 Hemmung der Pseudopodentwicklung

Verglichen mit Kontrollzellen wiesen die mit LT iitteerten Zellen nicht mehr den
typischen mesenchymalen Phanotyp auf, sondern waneltich ohne grol3e Auslaufer,
und lediglich in konfokalmikroskopischen Aufnahmearen bei einem Teil der Zellen
winzige, schwer erkennbare Pseudopodien vorhandlieb. (/c und 8b). Im Vergleich

zu mesenchymal wandernden Kontrollzellen war ilokaftét verloren, so dass Vorder-
und Hinterende nicht mehr erkennbar waren. SorittéiiLT zum Verlust des vorderen
Pseudopods, der den Zug der Vorderfront vermitiett damit die Marschrichtung der
t°

Zelle angibt.” Rac ist also fur die Pseudopodienbildung und déimitlie Entstehung

von Polaritat, der Basis fur mesenchymale Migratiotwendig.
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Abb. 7: Hemmung mesenchymaler Migration durch Inhibition von Rac durch lethales Toxin.

a. Durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von€mll- und inhibierten Zellen tber 20 h. p<0.003
(zweiseitiger t-Test fir unabhéngige Mittelwerte zogen auf Unterschied zu unbehandelten
Kontrollzellen). b. Viabilitat der Zellen nach Behandlung mit L€. Zellmorphologie im Standbild
digitaler Zeitraffervideomikroskopie nach 6. Kollagenmatrixkontraktion nach 44 h Inkubationszei
p<0.0001 (zweiseitiger t-Test fir unabhangige Mitrte bezogen auf Unterschied zu unbehandelten
Kontrollzellen). (verwendete Konzentration: LT 1y

3.1.3 Hemmung der Zell-Matrix-Interaktion

Mesenchymale Migration beinhaltet neben dem Zusamspiel des Zytoskeletts in
Form der Beweglichkeit der Zelle auch fokalisiertietegrin-vermittelte Zell-Matrix-

Interaktionen, die Uber langere Zeit einen Matrikawn bewirken. Damit einher geht in
experimentellen Modellen die Kontraktion von 3D Kizgs durch lebende Zellen. Um
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den Effekt von Rac auf die Kraftentfaltung von HBOEMT1 Zellen zu testen, wurden
3D Kollagenkontraktionsassays durchgefiihrt.

Abb. 8: Unterschiedliche Morphologie, F-Aktin- und R1-Integinverteilung in Kontroll- und Rac-
inhibierten Zellen. Darstellung der F-Aktin und B-Integrin Verteilung HT1080-MT1-Zellen in
dreidimensionaler Kollagenmatrig. Unbehandelte Kontrollzellet. Mit LT (1pg/ml) inhibierte Zellen.
Fixierung 6h nach Zugabe des Inhibitiors. Gezeigtden jeweils die Projektion 3-4 zentraler Schnitte
der F-Aktin (rot) und R1-Integrin (griin) Fluoreszesowie 2 Schnitte der Reflexion (grau).

(Balken: 20pum)

HT1080-MT1 Kontrollzellen kontrahierten die sie ushgnde Kollagen-Matrix auf
12% der urspringlichen GroRRe, passend zu mesentydel-Matrix-Interaktion und
Kontraktilitat. LT fihrte zu einer ausgepragten Rdtn der Kontraktionskraft. So
kontrahierten die Rac-inhibierten Zellen das Gdidkch auf 69% der Ausgangsgrofie,
was einer Verminderung der Kontraktionskraft um 68¥ispricht (Abb. 7d). Die
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residuelle Kontraktionskraft kdnnte dadurch erklégrden, dass Rac nicht alleine
mesenchymale Migration und Kontraktilitat aufrechtdt, sondern dass auch andere
Steuermolekile daran beteiligt sind, wie Rho und42dund diese ja noch intakt sind.
Um zu klaren, wie die Form und molekulare Strukti@r Zell-Matrix-Interaktionen
durch LT verandert wurden, erfolgten konfokalmilkkogische Aufnahmen.

In Kontrollzellen waren filamentdses Aktin und 3tdgrine vor allem kortikal verteilt,
an Interaktionsstellen mit der ECM lagen sie in stdon vor (Abb. 8a). In LT
behandelten Zellen lagen Aktin und Integrin zwachalkortikal vor, jedoch stark
gleichméanRig entlang des Kortex verteilt und ohnsl#fldung von Fokalisierungen trotz
Kontakt zu Kollagenfasern. Die Rac inhibierten 2elkeigten zwei Phanotypen:

(1) runde Zellen ohne Protrusionen, (2) Zellen akiin-reichen, abortiven Protrusionen
und Kontakten mit Kollagenfasern, jedoch ohne R@lader Zellen (Abb. 8b).

Die Befunde legen nahe, dass LT lUber Rac dynamiBabteusionen und Zell-Matrix-
Interaktionen inhibiert, so dass die Zellen nunmahrgeringe Kraft auf sie umgebende
Kollagenfasern ausiiben kénnen. Andererseits zegg, dlass in Tumorzellen in 3D
Kollagenmatrices die protrusive Aktivitdt des Zyeketts Uber Rac gesteuert wird,

dieses also eine Voraussetzung fur ZellelongatrahKraftvermittlung ist.
3.2 Modulation/Plastizitat der Zelldynamik durch ROCK-Inhibitor

Von Rho/ROCK vermittelte Signale férdern sowohl Hientraktilitat der Zelle als auch
fokale Adhasionen, greifen also auf verschiedenes®&m Zell-Matrix-Interaktionen
ein. Daher sollte geklart werden, ob Hemmung bzktivAerung dieses Signalweges
die Migrationsform in HT1080-MT1 Zellen verandert.

3.2.1 Hemmung der Zellmigration

HT1080-MT1-Zellen wurden mit Y-27632 (20uM) inkuldiedas ROCK, vermutlich
durch Bindung im aktiven Zentrufi kompetitiv inhibiert.

In Vergleich zu Kontrollzellen fuhrte die Behandgunmit Y-27632 zu zwel
wesentlichen Veranderungen: (a) wahrend die Mignatdes Zellkdrpers nahezu

vollstandig gehemmt war, bildeten sich (b) mehiiane Pseudopodien aus, die sich
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aktiv vom Zellkérper weg bewegten. Mit Y-27632 ibigirte Zellen oszillierten bei
einer Geschwindigkeit von 0,08 um/min auf der $téfbb. 9a), jedoch ohne Einbul3e
der Viabilitat (Abb. 9b).
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Abb. 9: Entstehung eines sessilen, dendritischen Phanotypst erhaltener Proteolysefahigkeit nach
Inhibition von ROCK durch Y-27632. a. Durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von ri<mll-,
Rac- und ROCK:-inhibierten Zellen uber 20 h. p<0.(B8eiseitiger t-Test fir unabhangige Mittelwerte
bezogen auf Unterschied Y-behandelter zu unbehtmdKbntrollzellen) b. Prozentualer Anteil viabler
Zellen.c. Phanotyp der HT1080-MT1 Zellen im Standbild dilgitaZeitraffervideomikroskopie nach 6h.
d. Lange des jeweils léangsten Pseudopods. p<0.0011anrfMVhithney-U-Test) e.
Kollagenmatrixkontraktion nach 44h Inkubationszgit0.0001 (zweiseitiger t-Test fur unabhangige
Mittelwerte bezogen auf Unterschied zu unbehandek@ntrollzellen) f. Proteolysefahigkeit der
HT1080-MT1 Zellen. (verwendete Konzentrationen: Ljig/ml, Y-27632: 20uM, Marimastat 10uM)
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3.2.2 Induktion eines dendritischen Phanotyps

Die Morphologie der sessilen Zellen zeigte weselmdliVeranderungen im Vergleich zu
HT1080-MT1 Kontrollzellen. Urspringlich langlich-senchymale HT1080-MT1
Zellen entwickelten einen runden Zellkdrper mit Deten-ahnlichen, langen, dinnen
Pseudopodien (Abb. 9c, 10a, 10b). Die quantitafekonstruktion zeigt, dass die
Lange dieser Auslaufer um ein Vielfaches die Wede HT1080-MT1 Kontrollzellen
Ubersteigt, somit ein anderer, morphologisch déisdhier Phanotyp entstand (Abb. 9d).
Zeitraffervideoaufnahmen (Film 03) und konfokalnokkopische Lebendaufnahmen
(Film 04) lie3en eine ausgepragte Dynamik der désdnen Pseudopodien erkennen.
Im Gegensatz zum sessilen, rundlichen Zellkérpexelggen sich die multipolaren
Auslaufer zumeist protrusiv nach aussen. Es kammkaw Retraktion, so dass sich kein
Hinterende bilden bzw. nachgezogen werden konnt die Zelle folglich keine
Richtung einnehmen konnte.

Diese Beobachtungen lassen annehmen, dass duntitidmhvon ROCK die Zelle
aufgrund veréanderter Signalkaskaden einen neueardritiechen Phanotyp annimmt.
Trotz zahlreicher hochdynamischer Pseudopodiert fdibl Fahigkeit zur Migration,
was sehr wahrscheinlich auf die fehlende PoladiéétZelle zurlickzufiihren ist.

Die Induktion eines ahnlichen sessilen, dendrigscliPhanotyps lie3 sich auch fir
humane Vorhautfibroblasten sowie fiir die maligne lalemzelllinie MV3
reproduzieren (Daten nicht gezeigt).

3.2.3 Struktur des Aktin-Zytoskeletts nach Inhibition von ROCK

Nun wurden in mit Y-27632 behandelten Zell-Kollagelen F-Aktin und 31-Integrin

angefarbt.

Konfokalmikroskopisch zeigte der dendritische Phgmowiederum multipolare

Auslaufer (Abb. 10b, Pfeile). In der F-Aktin Farlgumwurde eine Ungleich-Verteilung
des Aktins zugunsten der dendritischen Pseudopatietiich. R31-Integrin war in den
ROCK inhibierten Zellen teilweise fokalisiert, elsenF-Aktin. Die Lokalisation der

langen dinnen Pseudopodien verlief teils entlangKmllagenfasern, teils jedoch auch

quer zum Kollgenfaserverlauf (Abb. 10b).

33



Um die Funktionalitdt eines ROCK-inhibierten Akffiytoskeletts zu untersuchen,
wurde ein Kollagen-Kontraktionsassay durchgefuhM&hrend die HT1080-MT1
Kontrollzellen ein Kollagengel auf 14% der Ausgdiigshe kontrahierten, fuhrte die
ROCK-Inhibtion zu einer Kontraktion auf nur 68% (A9e).

F-Aktin

Cluster .

Abb. 10: Verédnderte Morphologie, F-Aktin und R1-Integrin Verteilung in ROCK-inhibierten
HT1080-MT1-Zellen. Darstellung der F-Aktin und R-Integrin Verteilungp dreidimensionaler
Kollagenmatrix. a. Dendritischer Phanotyp mit langen Pseudopodien Dendritsche Zelle mit
multipolaren Pseudopodien (Pfeile). Fixierung jdsvédh nach Zugabe von 20puM Y-27632. Gezeigt
werden jeweils die Projektion 4-5 zentraler Scleniter F-Aktin (rot) und 31-Integrin (griin) Fluoresz
sowie 2 Schnitte der Reflexion (grau).
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Zusammenfassend legen die Befunde nahe, dass elnelidemmung von ROCK eine
Verminderung der Aktomyosinkontraktilitdt bei ertemler Protrusion und Wachstum
von Pseudopodien vorliegt. Dies resultiert in eineendritischen Phanotyp,
vergleichbar Zellen die mangels Kontraktilitdt enty der Matrix ,zerflieBen®. Dies

fuhrt zu ungenugender Polymerisierung und Kontlgktifir die Migration wie auch

geringem Kraftaufbau zur Matrixkontraktion.

3.2.4 Perizellulare Proteolyse trotz Inhibition vonROCK

Mittels Anfarben von Kollagen-Spaltprodukten (COL #uurde zellulare Proteolyse

konfokalmikroskopisch dargestellt. Die Aufnahmengizn, dass in den dendritischen
Zellen entlang der Pseudopodien Kollagenolysefistddtt, also Oberflachenproteasen
aktiv sind (Abb. 11b). Bei den HT1080-MT1 Kontralien konnte Proteolyse nicht nur

an der Oberflache der Zelle nachgewiesen werdendesn auch entlang des

Migrationspfads am Hinterende der Zelle (Abb. 11m)Gegensatz dazu zeigten die Y-
27632 behandelnden Zellen Kollagenolyse nur in wlemittelbaren Umgebung der

Zelle (Abb. 11b). Dies ist sehr wahrscheinlich dig fehlende Migration dieser Zellen

zurtckzufihren.

Die Quantifizierung der Proteolyse von Kontrollegllund dendritischen Zellen zeigte,
dass bei letzteren die Fahigkeit zur Proteolyseumwesentlich vermindert ist (Abb.

9f). Im Gegensatz dazu sind die Zellen, wie obestlheeben, sessil. Dies lasst darauf
schlie3en, dass die ausbleibende Migration der R@GHKierten Zellen nicht auf die

mangelnde Fahigkeit der perizellularen Proteolysédkzuflhren ist.
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Abb. 11: Darstellung der Kollagenolyse nach Inhibilon von ROCK. a. HT1080-MT1 Kontrollzelle,
fixiert 6 h nach Inkubation in der Kollagenmatrtx. ROCK-inhibierte Zelle, fixiert 6h nach Inhibition
mit 20uM Y-27632. Gezeigt werden jeweils die Prapk 3-5 zentraler Schnitte der F-Aktin (rot), 31-

Integrin (blau) sowie COL % (griin) Fluoreszenz so@iSchnitte der Reflexion (grau). (Balken: 2Qum

3.3 Bimodale Inhibitionsstrategien

3.3.1 Inhibition von Rac und ROCK

Als nachster Schritt wurden Rac und ROCK in HT1080% Zellen simultan inhibiert.

Morphologisch zeigten sich die Zellen in Zeitrafideoaufnahmen (Film 05)
wiederum sessil. Die Migration war erneut fast stdlhdig gehemmt. Vergleicht man
die residuelle durchschnittliche Migrationsgescldigieit von simultan inhibierten

Zellen (0,01 pm/min) mit der ROCK- bzw. Rac-inhitbg Zellen (0,08 bzw. 0,04
pm/min respektive), so scheint sich bei simultdnbkibition ein additiver Effekt auf die

Migrationsgeschwindigkeit zu ergeben (Abb. 12a).
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Abb. 12: Additive Hemmung mesenchymaler Migration dirch simultane Inhibition von Rac und
ROCK. a.Durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit der I@epulation uber 20h. p<0.007
(zweiseitiger t-Test fur unabhangige Mittelwertedgen auf Unterschied simultan Y-27632 (20puM) und
LT-inhibierter (1pg/ml) Zellen zu unbehandelten Kwofizellen). b, c. Standbilder digitaler Zeit-
raffervideomikroskopie nach 20 b. ROCK inhibierte Zellen mit typischen dendritischeseudopodien
(Pfeile).c. Phanotyp nach simultaner Inhibition. Balken 100pum.

Phanotypisch zeigten die bimodal inhibierten Zeltendliche Zellkdrper mit zarten
Pseudopodien, die deutlich schwécher ausgepragenwais beim dendritischen
Phanotyp nach ROCK-Inhibition (Abb. 12b, c). Diesurde besonders in
Zeitraffervideoaufnahmen deutlich (Film 05 und O6l)ier zeigten sich zudem die
residuellen Pseudopodien der simultan inhibiertelled hochdynamisch (Film 05).

Konfokalmikroskopisch war zu erkennen, dass die idRe$Pseudopodien sich
weitgehend parallel zu Kollagenfasern orientier(dbb. 13, Pfeile). F-Aktin zeigte,
wie auch bei den ROCK-inhibierten Zellen, eine Uneitung zugunsten der
Pseudopodien gegentber des rundlichen Zellkorpreser zeigt jedoch dennoch ein
lineares intaktes Zytoskelett. Es lieRen sich Intetuster darstellen, was darauf

schlieBen lasst, dass fokale Substratinteraktieniealten waren (Abb. 13).
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R1-Integrin

Abb. 13: Abortiver, dendritischer Phanotyp durch simultane Inhibition von ROCK und Rac in
HT1080-MT1 Zellen. Darstellung der F-Aktin (rot) und Rl-Integrin (gl Verteilung in
dreidimensionaler Kollagenmatrix. Inhibition mit L(Lpug/ml) und Y-27632 (20uM). Fixierung 6h nach
simultaner Zugabe der Inhibitioren. Gezeigt werdanProjektion 4 zentraler Schnitte der F-Aktint{ro
und B1-Integrin (grin) Fluoreszenz sowie 2 Schui¢teReflexion (grau).

Zusammenfassend induziert die simultane Inhibition Rac und ROCK in HT1080-
MT1 Fibrosarkomzellen einen sessilen, abgeschwdemdritischen* Phanotyp.
Die bimodale Hemmung der Zytoskelett-Steuermolekftlert somit funktionell zu

einer Uber-additiven Reduktion der Migration ddsrBsarkomzellen.

3.3.2 Inhibition von ROCK in Protease-inhibierten,amboiden Zellen

In HT1080-MT1 Zellen wird durch Inhibition von Olfgichenproteasen ein Ubergang
des mesenchymalen in einen amoboid wandernden Bpamouziert?’ Es sollte nun
untersucht werden, ob eine simultane Inhibition @rerflachenproteasen und ROCK
in HT1080-MT1 Zellen die mesenchymal-amdboide Titeors verhindert.

In den Zeitraffervideoaufnahmen war zu erkennenssdalurch Zugabe des
Proteaseinhibitor-Cocktails allein der vorbescheigd amdboide Phanotyp induziert
wurde (Film 07). Simultane Inhibition von ROCK fiardagegen zum Verlust des
amoboiden Phanotyps, die Zellen zeigten den be&anmtendritischen, sessilen
Phanotyp (Film 08).
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Konfokalmikroskopisch zeigten die Zellen nach Infdin von ROCK und
Oberflachenproteasen eine Umverteilung des Aktugumsten der Pseudopodien und
lieRen erhaltene Integrincluster erkennen (Abb. 14)

Diese Befunde lassen darauf schlie3en, dass dier@teg durch ROCK nicht nur zur
Aufrechterhaltung des mesenchymalen Phénotyps soralech fir den amdoboiden
Phanotyp und amdboide Migration notwendig ist. Véadr die Fahigkeit zur
Matrixdegradation fir die Zellmigration nicht unahgbar ist, ist die ROCK-vermittelte

Actomyosinkonraktilitdt essentiell.

F-Aktin

"t §-L1-Integrin " Bi-Integrin:_

Abb.14 Dendritscher Phéanotyp nach simultaner Inhibition van ROCK und Oberflachenproteasen.
Fixierung 6 h nach Zugabe des Proteaseinhibitotedskund Y-27632 (20 uM). Gezeigt werden die
Projektion 4 zentraler Schnitte der F-Aktin (rofjdu1-Integrin (grin) Fluoreszenz sowie 2 Schuide
Reflexion (grau). Balken: 20pum
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3.4 Steigerung der Actomyosin-Kontraktilitdt durch konstitutiv aktives ROCK

3.4.1 Transfektion und Funktionalitdt von ROCK-V14

Nachdem die Inhibition von ROCK ausgepragte Auswiden auf Morphologie und
Funktionalitdt der HT1080-MT1 Fibrosarkomzellen thatsollte untersucht werden,
welche Effekte durch konstitutiv aktives ROCK ealsn.

Hierzu wurden HT1080-MT1 Zellen mit ROCK-VI& % 1 transfiziert. Die
Transfektionseffizienz wurde mittels anti-Flag-MBPFE Antikérper des ROCK-V14-
Konstrukts durchflusszytometrisch nachgewiesen (Alin). Das Expressionsniveau
von ROCK nach Transfektion mit ROCK-V14 wurde im $tn-Blot anhand
phosphorylierter MLC20 (P-MLC20) nachgewiesen. RO@tosphoryliert selektiv die
MLC an Position Serin-20, somit kann tUber das Nivean P-MLC20 direkt auf den
Aktivierungszustand von ROCK geschlossen werden.

Mit ROCK-V14 transfizierte Zellen zeigen eine daltlstarkeres Signal fir P-MLC20
als native HT1080-MT1 oder mit Kontrollplasmid (M®@transfizierte Zellen. Im
Vergleich zu nicht behandelten Kontrollzellen wach Inhibition von ROCK mit Y-
27632 der Anteil an P-MLC stark vermindert (Abbb}l5
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Abb. 15: Nachweis der ROCK-V14 Transfektion in HT1B0-MT1 Zellen. a. Mittels FACS-Analyse.
b. Nachweis von P-MLC als Indikator fir ROCK-Aktivéith Westernblot in Kontroll-, MOCK- und
ROCK-V14-Zellen, jeweils nativ und nach Zugabe W6a7632 (20uM).

3.4.2 Hemmung der Migration

Mittels Zeitraffervideomikroskopie wurden ROCK-V14Zellen mit MOCK-
transfizierten  Kontrollzellen  verglichen und auf Illderphologie und
Migrationseffizienz hin untersucht. HT1080-MT1 &ail nach Expression von
konstitutiv.  aktiven ROCK  zeigten eine deutliche Rigtbn der
Migrationsgeschwindigkeit (0,12 pm/min), verglichemit MOCK-transfizierten
Kontrollzellen (0,34 pm/min) (Abb. 16).

Dieser Befund lasst darauf schlie3en, dass kotigtaltives ROCK die Zellmigration

beeintrachtigt.
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Abb. 16 Veranderung von HT1080-MT1 Zellen nach Trasfektion mit konstitutiv aktivem ROCK.

a. Verminderung der Migrationsgeschwindigkeit. p<0.018weiseitiger t-Test fiur unabhéngige
Mittelwerte bezogen auf Unterschied zu MOCK-trazisfiten Kontrollzellen).b. Population mit runden
(*) und langlichen (#) Zellerc. Elongationsindex (Lange/Breite) von MOCK- und RO@K4 Zellen im
Vergleich (Median (ROCK-V14) = 1, Median MOCK = 3,5

3.4.3 Heterogenitat von Zellform und Zytoskelettfurktion: rundliche und
elongierte Phénotypen

Zeitraffervideofilme von ROCK-V14-Zellen vermitteh den Eindruck einer
zweigeteilten Zellpopulation: (1) amdboid-rundlichdlebbende* (d.h. dynamische,
blasenartige Auslaufer bildende) Zellen, und (2lggezogene, mesenchymale Zellen.
(Film 09; Abb. 16b). In einem Pilotversuch wurde @ongationsindex von ROCK-
V14-Zellen mit dem von MOCK-Zellen verglichen. ROSKL4 Zellen waren deutlich
runder als MOCK-transfizierte Zellen (Abb.16c). Whe Halfte der Population hat
einen Elongationsindex von 1, ist also rund. E$ giboch bei den ROCK-V14 Zellen
auch eine langliche Subpopulation: 26% der ROCK-VZdllen weisen einen
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Elongationsindex zwischen 4 und 14 auf, sind aisdleritig elongiert. Diese ersten
Beobachtungen sind sehr interessant, es bedarthedoch weiterer Experimente um

genauere Aussagen treffen zu kdnnen.

3.4.4 Abhangigkeit der Antwort auf aktives ROCK vomEXxpressionsniveau von

31-Integrin

Ziel war nun Faktoren zu finden, die den rundlichew. langlichen Phanotyp der
ROCK-V14 Zellen beeinflussten. Visuelle Analysen nvoEinzelzellen nach
Transfektion mit ROCK-V14 (Film 09) legten nahesslalie langgezogenen Zellen an
der Matrix zu ,kleben” schienen, wahrscheinlichoigie hoher Integrinbindung an Zell-
Matrix-Kontakten und verstarkter Rho/ROCK mediiert€ontraktilitdét. Umgekehrt
konnte der runde, blebbende Phanotyp Folge eineerhdontraktilitat bei niedriger
Bindungsstéarke durch Integrine an Zell-Matrix-Kdsitn sein.

Um die Relevanz von Matrix-bindenden Integrinen fidre unterschiedlichen
Phanotypen nach ROCK-Aktivierung zu erklaren, wardgellpopulationen mit
niedriger und hoher 31 Integrinexpression isolied funktionell getestet. ROCK-V14
Zellen wurden mit nicht blockierendem FITC-gelabgit anti-R1-Integrin K20
Antikorper markiert und mittels FACS auf Zellen miher bzw. niedriger Fluoreszenz

separiert (obere und untere Dekade).
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Abb. 17. Sortierung von ROCK-V14-HT1080-MT1 Zellenanhand der Expression von 31-Integrin
Isolation einer Population mit hoher Integrin Exggien (rot) und einer mit niedriger Integrin Exmies
(grin) mittels FACS nach Markierung mit anti-31 ARO.
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Nach Einbettung in 3D Kollagenmatrices waren ROCK4VZellen mit niedriger
Integrin-Expression rundlich, aber dynamisch unighbten®, d.h. bildeten blasenartige
dynamische Auslaufer (Film 10). ROCK-V14 Zellen rhibher Integrin-Expression
(Film 11) stellten sich dagegen vornehmlich langgen dar. Die unterschiedliche
Struktur der Zell-Matrix-Interaktion in ®%" und B¥Y Zellen wurde durch
konfokalmikroskopische Aufnahmen bestéatigt. HT10801/ROCK-V14 Zellen mit
hoher Integrinexpression zeigten an beiden Endesgeguagte Aktin- und
Integrincluster, was auf starke bipolar ausgertehtiokale Adhésionen und hohe
Kontraktilitat schlie3en lasst (Abb. 18a).

Dagegen zeigten ¥ Zellen einen weitgehenden Verlust langlicher Z4elaufer.
Konfokalmikroskopisch erschienen sie insgesamt licimdmit einer Vielzahl an
blasenartigen Protrusionen, in denen Aktin und dnie nicht fokalisiert aber teils
inhomogen waren (Abb. 18b). Clusterbildung von Akbtder R31-Integrin an Zell-
Matrix Kontakten waren hier nicht mehr vorhanden.

Somit weisen diese vorlaufigen Befunde darauf dass konstitutiv aktives ROCK in
HT1080-MT1 Zellen in Abhéangigkeit von R1-Integrinne duale Funktion fir
Zellfunktion und Phanotyp tragen konnte. Es bedaiterfihrenden Experimenten, um

diesen Zusammenhang endgultig zu klaren.
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F-Aktin

F-Akdin

Abb. 18. Konfokalmikroskopische Darstellung elongiger R1™" (a) und rundlicher R1°"
Phanotypen (b) nach Integrin-Expression ,gesortetér Zellen. Gezeigt werden Transmission sowie
die Projektion je 3-4 zentraler Schnitte der F-Ak{rot) und R1-Integrin (blau) Fluoreszenz sowie 2
Schnitte der Reflexion (grau). Fixierung jeweilsrédth Inkubation im Kollagengel. (Balken: 20pum)
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4. DISKUSSION

Einzelzellmigration ist ein wesentlicher Bestanldtier Dissemination von Tumorzellen
und nachfolgender Metastasierund® Die vorliegende Arbeit sollte klaren, wie Rho-
GTPasen wesentliche Aspekte von Tumorzellmigrataurch dreidimensionales

Gewebe modulieren, insbesondere (1) die Zellmonge] (2) die zugrunde liegenden
Zell-Matrix-Interaktionen (3) und daraus resultiede Migrationseffizienz.

Die Befunde zeigen Tumorzellplastizitat in Abhangig von Rac und ROCK und

geben neue Hinweise auf eine Abhangigkeit von dlrésionsstarke der Zelle.

4.1 Dualitat der Rac und ROCK Funktion
4.1.1 Vermittlung von Pseudopodbildung durch Rac

Rac ist entscheidend an der Morphologie, Plastizitdad Migrationsfahigkeit
verschiedener Zelltypen beteiligt. Uber einleitdsebchriebene Signalwege vermittelt
Rac Aktin-Polymerisation und Protrusion, was sichllmaorphoplogisch in der
Ausbildung von Lamellipodien und Ruffles widerspég® **" 8n verschiedenen 2D
und 3D Modellen wurde gezeigt, dass Rac durch ealltdére promigratorische
Faktoren, wie z.B. PDGF, Chemokine oder experimiemterch Transfektion mit
konstitutiv aktivem Rac, zur Stimulation von Lanmgddien und teils dendritischen
Pseudopodien fuhtt>*?* Dies wurde neben Fibroblasten insbesondere fiir
Melanomzellen gezeidt? Zudem wurde die Assoziation eines erhdhten Lewaels
aktivem Rac mit dem mesenchymalen Phéanotyp bzw.emebymaler Migration
beschriebeft®

Hierzu passend zeigen die Daten dieser Arbeit dasdnhibition von Rac zum fast
vollstandigen Verlust von Pseudopodien und Abrugduim mesenchymalen
Fibrosarkomzellen fihrt (Abb. 19a), nicht jedoch,ewin anderen Modellen
beschriebe®¥, zum Ubergang in améboide Migration. Diese Verémdg des
Phanotyps bestatigt fur 3D ECM dass Rac eine ZenRalle bei der Steuerung von
Aktin-Dynamik, der Bildung von Zellauslaufern urgehiedlicher Form und
Zellelongation, und somit mesenchymaler Migratispielt und dass der Verlust von
Rac mit der Migration von HT1080-MT1 Zellen nichdreinbar ist.
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Elongation und Protrusion sind bei der Migrationnigeer wie maligner Zellen
essentiell fur die Entstehung von Polaritdt als gsmgspunkt mesenchymaler
Migration! Konsistent dazu zeigen die Rac-inhibierten Fitiazazellen den Verlust
von Polaritdt und sind fast sessil. Die zentraldleReon Rac fir Polarisierung und
Migration wurde u.a. bereits fur Fibroblasten undrkémzellen in 2D Modellen

123,197 sanz-Moreno et al. beschreiben die Induktion gikmter Zellform

gezeigt.
durch Aktivierung von Rac bzw. den Verlust von Ejation nach Hemmung von Rac
in nativ rundlichen Melanomzellen im 2D sowie 3D d&tl und erharten so den
Zusammenhang zwischen mesenchymaler Migration @nd’R

Zudem wurde beschrieben, dass Rac in 2D eine aitsside Rolle bei der Bildung
fokaler Komplexe zwischen Zelle und ECM spfélt:?* 1*Mesenchymale Tumorzellen
in dreidimensionaler, fibrillarer Matrix zeigen eirvornehmlich kortikale Verteilung
von Aktin und Integrinen, an Interaktionsstellert aier ECM liegen diese in Clustern
vor. Dagegen entwickeln Rac-inhibierte Fibrosarkellen ein gleichmafiig verteiltes
kortikales Aktin-Zytoskelett und verlieren nahezallstédndig Integrin-haltige fokale
Interaktionen zu Kollagenfasern. Es liegt daherenatass die beobachtete Reduktion
der Elongation der Zellen neben der gestdrten 8iegedes Zytoskeletts auch auf
beeintrachtigten adhéasiven Zell-Matrix Interaktioreeruht.

Rac vermittelt also die Aktivitat an der Vorderftater Zelle, Protrusion, Elongation,
ermoglicht die Fokalisierung von Integrinen am EGMbstrat und bewirkt dadurch

zentrifugale Kraftentwicklung und Zellmigration.

4.1.2 Vermittlung von Kontraktilitdt bei Einzelzell migration in 3D-Matrix durch
ROCK

Rho steuert verschiedene Elemente des Zytoske{@jtsn Zellen, die an 2D Substrat
anhaften oder langsam dariber migrieren bewirkt Riier ROCK gesteuerte
Aktomyosinaktivierung die Ausbildung von Stressfasé ' 1%°(2) Mit Stressfasern
einhergehend fordern Rho und ROCK die Bildung fekahdhasioner?” 28 (3)

Alternativ fordert Rho ein starkes kortikales Zyekett: Zellen mit rundlicher
Morphologie haben eine deutlich starkere Expression GTP-gebundenem, d.h.

aktivem Rho als elongierte Zell&h.
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Mesenchymale Kontrollzelle

a. b. o d.
Rac-Inhibition ROCHK- Konstitutive Konstitutive
Inhitition Aktivierung von | Aktivieming von
ROCHK ROCK
Miedrige Hohe Integrir-
Integrin- EXpression
EXpression

rund dendritisch <Blebby*® elongiert

Ses5 5e55i] migriert migriert

Abb.19: Steuerung des Aktinzytoskeletts, Zellmorphologie uth Migrationseffizienz durch Rac and
ROCK. Synergismus von Rac und ROCK erméglicht den masgnalen Phano- und Migrationstyp.
Nach Inhibition von Rac bzw. ROCK ergibt sich einnder bzw. dendritischer Phanotyp, nach
konstitutiver Aktivierung von ROCK in Abhangigkeiler Integrinexpression ein ,blebby* bzw.
elongierter Panotyp.

Die Daten dieser Arbeit zeigen in mesenchymalenoSdrkomzellen, Fibroblasten und
Melanomzellen nach Inhibition von ROCK in dreidinsemnaler, fibrillarer

Kollagenmatrix den Ubergang in einen dendritiscligdménotyp (Abb. 19b). In der
Literatur ist die Ausbildung dendritischer Auslaufeach Inhibition von ROCK bzw.
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dessen Effektoren bei malignen wie benignen Zeltinund sowohl fur 2D wie auch 3D
Modelle beschriebef?: 1% 122 125 Jiegt nahe, dass die Protrusion der Auslaufectd
Rac und Cdc42 vermittelt wird, wahrend ROCK fur &mordinierte Retraktion von
Auslaufern verantwortlich ist. Ahnlich zu den higgezeigten mesenchymalen
Tumorzellen und Fibroblasten vermittelt aktives RhoNeuronen, die Neuriten und
Axone ausbilden, deren Retraktibil,wéahrend die pharmakologische Inhibition von
ROCK die Regeneration von Axonen stimuliert, beilgeise nach Verletzung des
Riickenmarksn vivo.*3% 132

Es wurde zudem gezeigt, dass Fibroblasten, dieeischwimmenden 3D Matrices
spontan dendritische Auslaufer bilden, durch LP&s d.a. Rho aktiviert, die Dendriten
retrahieren, und dass dieser Effekt durch Inhibiton ROCK mittels Y-27632
aufgehoben wird®® Somit tragt der Rho-ROCK-Signalweg in Tumorzellen
dreidimensionaler Matrix zu Kontraktilitdt und Radttion von Ausstulpungen und
somit zum rundlichen Phanotyp und zur Plastizi&it b

In den vorliegenden Experimenten sind mit dem RQA@ibitor Y-27632 inkubierte
HT1080-MT1-Zellen in einer dreidimensionalen Matniahezu sessil und zeigen keine
,vorne-hinten“-Polaritdt mehr. Obwohl die denditien Auslaufer hochdynamisch
sind, wird ihre Fahigkeit zur Migration durch Inktibn von ROCK nahezu aufgehoben.
Diese Beobachtung wird am besten durch die Hemmuomg Kontraktilitat und
Retraktion erklart. Die Zelle vermag zwar noch Rrsiobnen auszustilpen, also den
Zellmigrationszyklus zu beginnen, es fehlt jedoah Kraft den Zellkérper durch die
Kollagenmatrix ,hinterherzuziehen®.

Dieser Befund steht in méglichem Widerspruch zueDaus 2D Zellmigrationsassays
ohne umgebende Matrix, die nach Inhibition von RO&ite erhaltene oder gesteigerte
Migration in Fibroblasten, Endothelzellen, Fibrdsanzellen und Mamma-
karzinomzellen zeigetf®° Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass man von 2D
Modellen ohne Matrix nicht aufn vivo Prozesse schlielen kann. Eine mogliche
Erklarung fur die unterschiedlichen Befunde in 28wvb3D ist, dass im 2D Modell die
Zellen bei der Migration keinen Widerstand in Foreines dreidimensionalen
Kollagenfasergewebes haben. Wahrscheinlich reialoh rROCK-Inhibition die noch
erhaltene Zellplastizitat fur eine Migration ohnidindernisse” aus. Im 3D Modell ist
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die sehr schwache Rest-Kontraktilitdt jedoch fue dvligration wahrscheinlich
insuffizient.

Passend hierzu zeigen Experimente mit Tumorzelie3D Invasionsassays, aber auch
im 3D in vivo Tiermodell eine verminderte Invasivitat bzw. Migoa nach Inhibition
von ROCK?Y? 192 133g5h3j et al® schlagen vor, dass der EinfluR von ROCK auf die
Zellmigration abhangig vom nativen Migrationstyp, iso dass nach ROCK-Inhibition
die Migration zwar von amdboid, nicht aber von nmessymal wandernden
Tumorzellen gehemmt ist. Konsistent hiermit bestlere Carragher et af° eine
intakte Migration von HT-1080 Fibrosarkomzellen aiubrillarem Kollagen nach
Inhibition von ROCK und folgern Unabhangigkeit mesleymaler Migration von
ROCK. In Sanz-Moreno et al. wird nach ROCK-Inhiwiti durch Y-27632 in nativ
rundlichen Melanomzellen die Induktion eines mebgnwlen Phanotyps mit
erhaltener Migration beschrieben und wiederum drahkhangigkeit mesenchymaler
Migration von ROCK postulief Die vorliegende Arbeit zeigt andere Plastizitatgeve
in HT1080-MT1 Zellen, die trotz mesenchymaler Basggation in fibrillarer 3D
Matrix nach Inhibition von ROCK in einen dendritien Phanotyp Ubergehen, bei
zugleich drastisch reduzierter MigrationsleistuDges legt nahe, dass ROCK neben der
amoboiden Migration auch fir mesenchymale Migration Tumorzellen essentiell ist,
wahrscheinlich durch Verhinderung autonomer, ,e&tbpPseudopodienaktivitat.

FUr Einzelzellmigration ist nicht nur die intakteORK-Funktion essentiell, sondern
auch die Koordination von ROCK mit Rac. Beide Slgmaekile missen aufeinander
abgestimmt zeitgleich in verschiedenen Regionem osllierend in derselben Region
aktiv sein um eine effektive Migration zu ermdgkch z.B. indem die
Pseudopodienbildung durch Rac zeitgleich durch ROQi¢uliert wird, wodurch die
Uberschiel3ende Ausbildung lateraler und hinteretr&sionen verhindert wird.

Rho und ROCK sind essentiell fir Zell-vermitteltegdpannung auf die sie umgebende
Matrix, und diese Fahigkeit ist nach Inhibition VB®CK stark eingeschrankf? Mit
den durchgefuhrten Kollagen-Kontraktionsassays dtigein wir den EinfluR von
ROCK auf die Fahigkeit von Tumorzellen zur Matrikatenierung.

Die Rolle von ROCK fur die Tumorzellmorphologie, giation und Funktion kann
durch Actomyosin-vermittelte zentripetale Krafterdkdung in der Zelle erklart
werden. Ohne ROCK ,zerflie3t* die Zelle folglich falge unkontrollierter
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Pseudopodprotrusionen entlang der Matrix, was zuotstBhung des dendritischen
Phanotyps fuhrt, mit Verlust von Polaritdt, Migoatsleistung und Fahigkeit zur
Matrixkontraktion.

Ein gewisses Niveau an ROCK-Aktivitat ist somit egsgell flr intakte
Einzelzellmigration von mesenchymalen Tumorzellereiner Bindegewebe-ahnlichen
Matrix, da die Zellen die ROCK-vermittelte Hemmumgultipolarer Protrusionen
bendtigen. Die Rolle eines zweiten bekannten Rhotelten Effekts, die Retraktion
des Zellhinterendé¥ lieR sich in diesem Ansatz aufgrund der multiplen

Dendritenbildung und nachfolgender Migrationshemgnicht testen.

4.1.3 Notwendigkeit des Zusammenwirkens von ROCK uhRac fir

mesenchymale Einzelzellmigration

Der Befund, dass ROCK fur die Polarisierung der uBpedprotrusionen und
retrahierende (,zentripetale*) Kraftentwicklung v@ellen verantwortlich ist, wéhrend
Rac die protrusive (,zentrifugale”) Kraft steuenyirft die Frage nach ihrem
Zusammenspiel, insbesondere im Hinblick auf die eBégng bei der
Einzelzellmigration als Modell fuir die Tumormetastaung, auf.

Bei bimodal inhibierten Zellen ist zugleich die darRac gesteuerte Protrusion als auch
die durch ROCK gesteuerte Zellkontraktilitdt und gBmzung ektoper
Pseudopodienbildung gehemmt. Dies resultiert ineters Experimenten in einem
abortiven dendritischen Phanotyp. Die residuellearten Pseudopodien koénnten
Ausdruck einer Restaktivitdt von Rac wie auch dehnintakten Funktion von Cdc42
sein. Cdc42 vermittelt ebenfalls Protrusion, insineere Pseudopodien und
Filopodien>® ®! Die simultan inhibierten Zellen zeigen eine aditHemmung der
Migration, was bestatigt, dass die gleichzeitigeibition von Rac und ROCK mit der
Einzelzellmigration nicht vereinbar ist. Fir 3D #&sionsassays ist bereits eine
Reduktion der Invasivitat von Melanomzellen naanwdtaner Inhibition von Rac und
ROCK beschriebeff

Wie verhalt es sich nun, wenn das Gleichgewichtcldukonstitutive Aktivierung

zugunsten von ROCK verschoben wird? Nach Expressmm konstitutiv aktivem
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ROCK zeigen mesenchymale Fibrosarkomzellen in If#er Kollagenmatrix eine
reduzierte Migrationsleistung bei uneinheitlicheer&derung des Phanotyps. Es ist
vorbeschrieben, dass Zellen mit konstitutiv aktivB@CK einen rundlichen Phanotyp
mit Blebs annehmen, der aber weiterhin polar isd wmigriert?® > 7 17 |n der
vorliegenden Arbeit stellen sich die ROCK-V14 Zgllan einer zweigeteilten
Population dar. Neben kaum migrierenden, rundjldebbenden®, unpolaren Zellen
zeigt ein zweiter Phanotyp eine besonders langemogesenchymale Morphologie.
Konsistent mit unseren Daten wurde fur konstitatktives ROCK eine Hemmung der
Migration in vitro beschriebefl” % Es gibt jedoch eine Arbeit, in der eine gesteigert
Tumordisseminatiorin vivo beobachtet wurd®® Dies kénnte durch alternative, nicht
direkt migrationsassoziierte Mechanismen ROCK neetir Metastasierungn vivo
erklart werden, wie z.B. robustere Zellmechanilk, 8icherkraften besser widersteht und
das Uberleben der Tumorzellen im GefaR forderty ogebesserte Signalgebung tber
fokale Adhasionen.

Ist ROCK konstitutiv aktiv, so ist das Zusammenkpi®n protrusiven und
retrahierenden Kraften in der Zelle ebenfalls g#stowas in einer
kontraktionsverstarkten, zweigeteilten Populatiesultiert.

Es ist weiterhin bekannt, dass nach Blockade votegimen mesenchymale
Tumorzellen einen rundlichen Phéanotyp aufwei$8n.Zudem weisen nach
Proteaseinhibition amoéboid wandernde Zellen redtei©berflachenexpression von
a231-Integrinen auf, wohingegen nach ROCK-Inhibitthe Zahl der Integrine wieder
gesteigert wird®® Somit kénnte ROCK einen dualen Effekt auf die Adsgping der
Phanotypen mesenchymal/langlich versus amoéboidialmbdewirken, in Abhangigkeit
von der Integrin-Expression. Erste Befunde nach R@@tivierung legen nahe, dass
Zellen mit hoher Integrinexpression eine eher lihgl (Abb. 19d), solche mit niedriger
Integrinexpression eher rundliche Morphologie ammet und Oberflachenblebs bilden
(Abb 19c), ohne zu sterben. Diese Befunde lass#ndsidurch erklaren, dass in Zellen
mit konstitutiv aktivem ROCK generell die Kontrakdt gegentber der Protrusion
Uberwiegt. Zellen mit hoher Integrinexpression adnéan stark an der Matrix, und
bleiben langlich, wéahrend bei niedriger Integririktion diese Ankerfunktion fehlt und
die Zelle rundlich wird. Nach unseren ersten Vensucbedarf es weiterer Experimente

um diese Annahme zu bestatigen.
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In Zusammenschau dieser fur fibrillares Kollagemobenen Daten mit anderen
Arbeiten kénnen wir das etablierte Einzelzellmigmamodell mit Rac-, ROCK- und
Integrinfunktionen in Zusammenhang bringen: Did&stilpt, gesteuert von Rac, eine
F-Aktin reiche Protrusion aus (Schritt I). Vermittelurch Integrine kommt es zur
Bildung von Zell-Matrixkontakten, die zur Verankeguder Protrusion dienen (Schritt
II). ROCK wird durch diesen initialen Vorgang akéx, es kommt zur verstarkten
Phophorylierung der MLC, dadurch zu Actomyosin-takgion an der initialen
Kontaktstelle mit Verstarkung der Integrin-Fokadising am Zell-Matrix-Kontakt, die
zugleich der beschleunigten Protrusion entegeg&hwin lateralen und hinteren
Regionen der Zelle dagegen bildet sich unter Rh@R@&influss ein dichtes kortikales
Aktin-Netzwerk, das die Bildung weiterer Protrusierhindert und die Zellkontraktion
bewirkt (Schritt 111). Durch ROCK-vermittelte Verkiung der Zellange kommt es zur
Bewegung der ganzen Zelle einschlieRlich ZellkermHinterende hét® (Schritt V).

4.2 Unabhangigkeit Rac- und ROCK-induzierter Funktionen von MMPs

Es ist etabliert, dass die Einzelzellmigration iaimorzellen in lockeren fibrillaren 3D
Kollagenmatrices nach Hemmung der Oberflachenpseteanicht inhibiert ist> &’
Vielmehr zeigen diese Zellen einen amdboiden Ply@naler mittels Adaptation an die
umliegende ECM die Fahigkeit zur Migration ertfalt.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Induktion eineamoéboiden Phanotyps nach
Inhibition von Oberflachenproteasen. Zudem wird eygz dass nach simultaner
Inhibition von Oberflachenproteasen und ROCK dekabate dendritische, sessile
Phanotyp entsteht. Dies legt nahe, dass ROCK solelder mesenchymalen als auch
der amdboiden Zellmigration essentiell ist.

Es gibt Arbeiten, die nach Inhibition von Oberfladproteasen eine verminderte
Invasionin vitro sowie in vivo beschreiber® 1% ¥’ Diese Beobachtungen kénnten
dadurch erklart werden, dass die Invasion fur gelopulation mit intakten Proteasen
erleichtert ist, da durch migrierende Einzelzelgikropfade in der ECM entstehen, auf

denen nachfolgende Zellen leichter nachfolfen.
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4.3 In vivo Relevanz von kleinen G-Proteinen als #rapeutische Zielstrukturen
und Tumortherapie

Es ist lange bekannt, dass die Motilitdt von Zeleibh deren metastatischem Potential
korreliert’*® Da Rac und Rho/ROCK eine essentielle Rolle bei dzelimigration,
Invasion und Metastasierung spielen, werden sie p#entielle therapeutische
Zielstrukturen der Tumortherapie diskuti&ft, 104 139 140

Wie einleitend erwahnt zeigen verschiedene Tumi@zBlumorgewebe, insbesondere
Mammakarzinom-, Melanom- und Sarkomzellen, einedletdn Expression von
Rho/ROCK?®? Eine erh6hte Expression von Rho/ROCK kénnte mehrer
Metastasierungs- und Uberlebensvorteile fir Krelbezein vivo bringen: (1)
Rho/ROCK vermitteln Adhésion. Bei Hochregulatiomkte so die Kontaktaufnahme
zur zu invadierenden ECM erleichtert sein. (2) Rowk geben der Zelle Stabilitat.
Dies konnte zu robusteren Zellen in Blut- und Lymi@len fihren und somit zu einer
Verbesserung des Tumorzelliberlebens. (3) Im Zusamemel mit Rac sind Rho und
ROCK essentiell fur die Migration von Tumorzellem interstitieller extrazellularer
Matrix, wie in dieser Arbeit gezeigt.

Das in den vorliegenden Experimenten verwendetdagehmodell ist als Matrix
nachgewiesenermaBen mih vivo Bedingungen vergleichb&f. Unsere Befunde
sprechen also dafiir, dass mittels molekularer feremz mit Rac und ROCK eine
Hemmung von Einzelzellmigration und somit ggf. Wdetastasierungn vivo maglich
sein konnte.

Unsere Daten bezuglich Inhibition von Rac mit Liidsim Hinblick auf Hemmung von
Tumorzellmigration interessant, jedoch ist LT eakterielles Toxin und nicht selektiv
fur Rac und kommt somit als Medikament kaum in Erdgit EHT 1864 ist inzwischen
ein ,small-molecule“-Inhibitor fir Rac entwickeltorden, dessen Relevanz im Hinblick
auf mogliche Hemmung von Tumorzellmigration- undtd&asierung noch offen it
Es gibt jedoch bereits Daten, die eine Inhibitiamn unvasion von malignen Zellinien
nach Inhibiton von Rac durch siRNA zeig€hAuf der anderen Seite gibt es
Experimente, die zeigen, dass nach Rac-Inhibiticzbkzellen ROCK vermitteih vivo
friher pulmonal metastasiefnso dass sich derzeit insgesamt ein uneinheigigilel

ergibt, und man weitere Daten abwarten muss.
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Fur die Inhibition von ROCK mit Y-27632 oder Wf-58fbt es eine bessere Datenlage
anhand vonn vivo Experimenten, teilweise auch in Kombination mibtaseinhibition
oder Paclitaxel. Bei diesen wurden jeweils Xenapdantate humaner Zellininien
(Prostata- und Hepatozellulares Karzinom Zelliniengin Mausmodel subkutan oder
intraperitoneal implantiert, und es ergaben sicthnROCK Inhibition verminderte
Tumorzelldissemination, Reduktion des Tumorvolumersowie z.T. ein
Uberlebensvortef®: 10410

Ein Problem bei diesen Ansatzen ist natirlich, dis<Zellen zwar in ihrer Migration,
also Metastasierung gehemmt werden, jedoch dieilfé&bkaum beeintrachtigt ist;
somit sollte die therapeutische Inhibition von Raer Rho/ROCK sinnvollerweise mit
zytotoxischen Substanzen kombiniert werden.

Weitere Studien sind auch nétig zur Klarung, inweéwdie Inhibitoren die benignen
Zellen des Korpers beeintrachtigen. Im besondesehier an Leukozyten zu denken,
die im Rahmen der Immunantwort amoéboid migriered €iir die Rezirkulation und
Zell-Zell-Interaktion auf Rac und ROCK angewiesamds** **Mogliche Ansatze um
diese Probleme anzugehen sind z.B. die Anwendung @erioperative)

Kurzzeitintervention oder im Rahmen einer zyklistiRolychemotherapie.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Auf dem Weg vom Primartumor zur systemischen Matastung, der
Haupttodesursache von Krebserkrankungen, ist dienzelaellmigration von

Tumorzellen durch dreidimensionales Bindegeweberiascheidender Schritt.

Die vorliegende Arbeit zeigt Untersuchungen zur dwelimigration und —plastizitat
in einem 3D-Migrationsmodell. Kleine G-Proteine katlieren Zytoskelettfunktionen,
insbesondere Aktinpolymerisation und die Bildungnvdellprotrusionen durch Rac
sowie Actomyosinkontraktion durch Rho. Durch phakotagische Inhibitoren von Rac
und dem Rho-Effektor ROCK soll deren BedeutungEiirzelzellmigration in einem
dreidimensionalen Modell und vor allem der Effekff &orphologie, Plastizitat und

Migration von Tumorzellen geklart werden.

Nach Inhibition von ROCK zeigen hochinvasive HT10Bibrosarkomzellen einen
multipolar-dendritischen und sessilen Phanotyp. lN&emmung von Rac wird
hingegen ein rundlicher, aber ebenfalls apolarat sessiler Phanotyp induziert. Bei
simultaner Inhibition von Rac und ROCK entstehendiiche, apolare, sessile Zellen
mit abortiven Pseudopodien. Wird das Gleichgewicbh Rac und ROCK durch
konstitutive Aktivierung von ROCK gestort, so entst eine zweigeteilte Population,
bestehend aus rundlichen Zellen, die Blebs bildem langgezogenen Zellen. Nach
Sortierung nach ihrem R1-Integrinexpressionsniveaigten Zellen mit niedriger
Integrin-Expression einen rundlichen Migrationstgpt blasenartigen dynamischen
Protrusionen, wahrend Zellen mit hoher Integrin-sgion langgezogen-mesenchymal

migrierten.

Somit steuern ROCK und Rac gemeinsam und zeitgleldh mesenchymale
Einzelzellmigration. Wahrend Rac Protrusion veretiftist ROCK fur Kontraktilitat
und Retraktion verantwortlich. Erst durch Koordioat von Rac und Rho/ROCK

entsteht somit Polaritat und 3D mesenchymale Mignat
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ABSTRACT

In the development from a primary tumor to metastdissemintation, which is the
main cause of death from cancer, single cell migmathrough three-dimensional tumor

stroma is an essential step.

This work presents data concerning tumor cell ntignaand plasticity in a three-
dimensional migration model. Small G-proteins cohtrcytosceletal functions,

especially actin polymerisation and the formatidncell protrusions through Rac as
well as actomyosin contractility through Rho. Uspigarmacological inhibitors of Rac
and the Rho effector ROCK their impact on singli-eegration in a three-dimensional
model and particularly on morphology and plastictymigration of tumor cells should
be clarified.

After inhibition of ROCK highly invasive HT1080 fibsarcoma cells show a
multipolar-dendritic and sessile phenotype. Inlobtof Rac however induced a rounded
phenotype which was also apolar and sessile. Samedius inhibition of ROCK and
Rac resulted in rounded, apolar, sessile cells abibrtive pseudopods. After disturbing
the balance of ROCK and Rac by constitutive adtwabdf ROCK, a divided population
of cells developed, consisting of rounded, blebélisand elongated cells. After sorting
the cells according to their level of R1-integripeession, cells with low expression of
integrins adopted a rounded type of migration wilebby dynamic protrusions,

whereas cells with high integrin expression migtatea elongated-mesenchymal way.

Thus ROCK and Rac control together and simultarigomesenchymal single cell
migration. While Rac mediates protrusion, ROCK asponsible for contractility and
retraction. Consequently only by coordination ofoF®ROCK and Rac polarity and

mesenchymal 3D migration becomes possible.
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5-Schritt-Modell der Einzelzellmigrationrdh dreidimensionale Matrix.
Aktin-Filament-Polymerisation und Depolynsation am Vorderende
der Zelle.

GTPase Zyklus.

Steuerung des Aktin-Zytoskeletts durch RRI®/ROCK und Cdc42.
Herstellung der 3D-Zell-Matrix-Gele, Zeitifvideomikroskopie und
Auswerten der Filme tber Zelltracking.

Messen der Pseudopodlange.

Hemmung mesenchymaler Migration durch Irttohivon Rac durch
lethales Toxin.

Unterschiedliche Morphologie, F-Aktin- undl-htegrinverteilung in
Kontroll- und Rac-inhibierten Zellen.

Entstehung eines sessilen, dendritischenn®iggs mit erhaltener
Proteolysefahigkeit nach Inhibition von ROCK duh¢i27632.
Veranderte Morphologie, F-Aktin und 31-fgrie-Verteilung in ROCK-
inhibierten HT1080-MT1-Zellen.

Darstellung der Kollagenolyse nach Inhdsitvon ROCK.

Additive Hemmung mesenchymaler Migration rotiu simultane
Inhibition von Rac und ROCK.

Abortiver, dendritischer Phanotyp durchdiane Inhibition von ROCK
und Rac in HT1080-MT1 Zellen.

Dendritscher Phanotyp nach simultaner iitibib von ROCK und
Oberflachenproteasen.

Nachweis der ROCK-V14 Transfektion in HTRAAT1 Zellen.
Veranderung von HT1080-MT1 Zellen nach Ffaktion mit konstitutiv
aktivem ROCK.

Sortierung von ROCK-V14-HT1080-MT1 Zellenhand der Expression
von B1-Integrin.

igh

Konfokalmikroskopische Darstellung elontger81'®" und rundlicher

R1°" Phanotypen nach Integrin-Expression ,gesorteteten.
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Abb.19

Migrationseffizienz durch Rac and ROCK.

Film — Legende

Film 01

Mesenchymale Migration von HT1080-MT1 Zelldurch
dreidimensionale Kollagenmatrix.
20 Stunden, 1350fache Geschwindigkeit, 10er Objekti

Film 02

Nach Inhibition von Rac mit 1 pg/ml LT ruendsich die HT1080-
MT1 Zellen ab und migrieren kaum mehr.
20 Stunden, 1350fache Geschwindigkeit, 10er Ohjekti

Film 03

Dendritischer, sessiler Phanotyp in HT10801 Zellen, induziert
durch Inhibition von ROCK mit Y-27632 (20uM).
20 Stunden, 1350fache Geschwindigkeit, 20er Ohjekti

Steuerung des Aktinzytoskeletts, Zellmorpha und

Film 04

Konfokalmikroskopische Lebendaufnahme eld&1080-MT1
Zelle. Nach Inhibition von ROCK zeigt sich einesiksZelle mit
hochdynamischen Pseudopodien. 6 Stunden

Film 05

Sessiler Phanotyp mit verkimmerten Pseudiepanach simultener
Inhibition von ROCK und Rac. 2700fache GeschwindigkLOer
Objektiv

Film 06

Im Vergleich zur simultanen ROCK und Rahibition zeigen die
nur ROCK inhibierten HT1080-MT1 Zellen deutlich r@r
ausgebildete Pseudopodien. 2700fache Geschwindigler
Objektiv

Film 07

Mit Protease-Inhibitor-Cocktail behandgl&1080-MT1 Zellen
zeigen einen amoboiden Phanotyp. 2700fache Gesdigkait,
10er Objektiv

Film 08

HT1080-MT1 Zellen in denen ROCK und Obeasfiénproteasen
simultan inhibiert sind zeigen den bekannten déisdhien Phénoty)
mit dynamischen Pseudopodien. 2700fache Geschvikeitlid.Oer
Objektiv.

=)
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Film 09 ROCK-V14 transfizierte HT1080-MT1-Zellen.av sieht eine
geteilte Zellpopulation mit zum einen rundlicheleldbenden und
zum anderen langgezogenen Zellen. 2700fache Gesdigkeit,
20er Objektiv.

Film 10 ROCK-V14-HT1080-MT1 Zellen mit niedrigertegrin-Expression
nach Zell-Sorting. Man sieht rundliche, hochdynaresZellen mit
blebs. 1350fache Geschwindigkeit, 40er Objektiv.

Film 11 ROCK-V14-HT1080-MT1 Zellen mit hoher Int@gtExpression
nach Zell-Sorting. Die Zellen sind langgestrecktl ynehen* an der
Matrix. 1350fache Geschwindigkeit, 40er Objektiv.

Abktrzungen

Abb. Abbildung

AK Antikorper

Arp2/3 Aktin-related-Protein-Komplex 2/3

ARP Actin related Protein

°C Grad Celsius

Cdc42 Zellteilungzyklus Protein 42 (cell divisioncle 42)

COL¥: Antikorper gegen gespaltene Kollagen % Fragene

Cy5 Indodicarbocyanine

DMEM Dulbeccco’s modified Eagle Medium

ECM Extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraacetylsaure

F-Aktin Aktinfilamente

FACS Fluorescence activated Cell sorter

FAK Focal Adhesion Kinase

FCS Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

FITC Fluorescein

G-Protein Guaninnukleotidbindendes Protein
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LIM-Kinase

LPA
LT
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mDia
MEM
min

ml
MLC
MLCK
MMP
MRCK
N-WASP
NPFs
P-MLC
PAK
PBS
PDGF
PenStrep
PFA
Rac
Rho
ROCK

Gentamicin verwandtes Aminoglycosid
GTPase activating Protein
Guanin Nucleotide Dissociation Inhibitor
Guanosindiphoshat
Guanin Nucleotide Exchange Factor
gegebenenfalls
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konserviertes Interaktionsmotiv von Ziimger-Proteinen, abgeleitet von
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maximal
mammalian Homolog of Diaphanous
Minimum Essential Medium
Minute
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Myosin-Light-Chain
Myosin-Light-Chain-Kinase
Matrix-Metalloproteinase
Myotonic Dystrophy Kinase-related Cdc42-binglikinase
neurales Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein
Nucleation promoting Factors
posphorylierte MLC
p2l-aktivierte Kinase

puffer based saline

Platelet derived Growth Faktor

Penicillin und Streptomycin
Paraformaldehyd

Ras-related C3-botulinumtoxin substrate
Ras-Homolog
Rho-Kinase
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Reactive oxygen species

Roosevelt Park Memorial Institute — Medium
Sekunde

Suppressor of CAR/WASP familiy verprotiomologous
sogenannt

Tissue-Type Plaminogen Aktivator

unter anderem

Urokinase-Type Plasminogen Aktivator

vor allem
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