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Einleitung  

 

1. Zelluläre und molekulare Mechanismen der Zellmigration  
 
Zellmigration ist essentiell für eine Vielzahl biologischer Prozesse in multizellu-

lären Organismen, insbesondere während der Organogenese im Embryonal-

stadium wie auch im adulten Organismus im Rahmen entzündlicher Gewebe-

infiltration durch Leukozyten, Wundheilung und Angiogenese. In pathologischer 

Form ist Zellmigration von Bedeutung für die Invasion und Metastasierung von 

Tumoren. Bis zu 90% aller Krebstodesfälle beruht auf den direkten und indi-

rekten Folgen von Metastasierung (Sethi und Kang, 2011).  

Der Prozess der Tumormetastasierung erfolgt über verschiedene sequenzielle 

zelluläre und molekulare Schritte: Die Zellen müssen sich vom Primärtumor 

lösen, die Basalmembran invadieren und in den Blutstrom eintreten (Chaffer 

und Weinberg, 2011). Dort müssen die Zellen überleben, an Endothelzellen 

anhaften, danach die subendotheliale Basalmembran durchdringen und ins 

sekundäre Organparenchym invadieren, um dort unter dem Einfluss lokaler 

Wachstumsfaktoren zu makroskopischen Metastasen auszuwachsen (Nguyen 

et al., 2009). Somit stellt die Fähigkeit zur Migration die Grundlage für Gewe-

beinvasion im Primärorgan wie auch metastatische Disseminierung von Tumor-

zellen dar. 

 

1.1 Das haptokinetische Modell für die Wanderung von Einzelzellen  
 
Bei der Wanderung von Einzelzellen müssen verschiedene subzelluläre 

Prozesse innerhalb einer Zelle örtlich und zeitlich koordiniert und zyklisch 

wiederholt werden. In einem funktionell asymmetrischen Prozess bildet die 

Zelle am vorderen Ende zunächst Ausstülpungen, die zu stabilisierenden 

Anhaftungszonen reifen, gefolgt von einer Kontraktion und damit Vorwärts-

bewegung des Zellkörpers, während sich die Zelle mit ihrem hinteren Ende vom 

Substrat löst (Huttenlocher und Horwitz, 2011). Dieses Prinzip der Zellwande-

rung entlang von Oberflächen wurde für verschiedenste benigne und maligne 

eukaryote Zellen beschrieben, z.B. Fibroblasten, neutrophile Granulozyten, 

Melanomzellen und den Schleimpilz Dictyostelium discoideum (Lauffenburger 
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und Horwitz, 1996). Bei der Wanderung in dreidimensionalem (3D) Gewebe 

muss die Zelle zusätzlich Matrixbarrieren überwinden, ohne ihre Verankerung 

zu verlieren. In diesem Zusammenhang wurde bei mesenchymalen Zellen 

fokale Proteolyse hinter dem führenden Zellende an Kontaktstellen des 

Zellkörpers mit Kollagenfasern beschrieben, wodurch in der Matrix 

tunnelförmige Defekte zurückbleiben (Friedl und Wolf, 2009a).  

 

Das haptokinetische Modell der Zellmigration beschreibt die adhäsions-

vermittelte Migration von Zellen über Oberflächen. Hier vermitteln Adhäsions-

rezeptoren für die extrazelluläre Matrix (ECM) – allen voran Integrine – 

Zugkräfte zwischen dem zur Kontraktion fähigen Zytoskelett und dem die Zelle 

umgebenden Substrat (Truong und Danen, 2009). Integrine sind 

transmembranöse Glykoproteinrezeptoren mit heterodimerem Aufbau aus 

jeweils einer α- und einer β-Kette. In Säugetieren wurden 18 α-Ketten und 8 β-

Ketten beschrieben, die durch differentielles splicing teilweise mehrere Varian-

ten haben (Hynes, 2002). Dabei können jeweils nur einige α-Ketten mit einer 

gegebenen β-Kette einen der insgesamt 24 kompletten Rezeptoren ausbilden. 

Integrine finden sich sowohl in Zell-Matrix- als auch in Zell-Zell-Interaktionen 

und vermitteln nicht nur über Ankerproteine die für Zellmigration essentielle 

Adhäsion zwischen Zytoskelett und Umgebung, sondern sind auch an outside-

in und inside-out Signalwegen, die Zellteilung, Differenzierung und Apoptose 

beeinflussen, beteiligt (Campbell und Humphries, 2011; Hynes, 2002).  

 

Schritt 1: In Folge der Zellpolarisierung bilden Membranausstülpungen an der 

Vorderfront der Zelle kleine, zylindrische Filopodien mit Aktinfilamenten sowie 

breitere Lamellopodien, in denen weitere Aktinpolymerisation und die 

Vernetzung der einzelnen Filamente stattfindet. Die Bildung von Aktinfilamenten 

wird reguliert durch zahlreiche Filament-bindende Proteine, wie Cofilin, Arp2/3, 

Fascin, Fimbrin, α-Aktinin und Villin, die zur Aktin-Netzwerkbildung führen und 

mechanische Stabilität fördern (Huttenlocher und Horwitz, 2011). 

Aktinpolymerisation generiert somit das Momentum für die nach vorn gerichtete 

Bewegung. 
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Schritt 2: Es folgt die Bildung von komplex organisierten Anhaftungszonen, bei 

denen derzeit fokale Komplexe oder Adhäsionen, fibrilläre Adhäsionen, 

Podosomen und Invadopodien unterschieden werden, die alle Adhäsion an 

Substrat unterschiedlicher Geometrie vermitteln. Ca. 180 Aktin-bindende und 

Adapterproteine wurden bisher beschrieben, die die verschiedenen Zelladhäsi-

onsformen in Abhängigkeit von Zelltyp, Aktivitätszustand der Zelle und umge-

bender Matrix steuern (Geiger und Yamada, 2011). Gemeinsam ist ihnen die 

Anreicherung von Integrinen, die über weitere strukturelle Proteine wie Talin, 

Vinculin und Tensin und regulatorische Proteine wie fokale Adhäsionskinase 

und GTP-bindende Proteine RhoA und Rac mit den Aktinfilamenten des 

Zytoskeletts verbunden sind (Geiger und Yamada, 2011).  

ECM Liganden sind Kollagen und Laminin für α2β1 Integrine (Chan et al., 

1991), Fibronektin und Vitronektin für αvβ3 und Fibrinogen für Integrin αIIbβ3 

(syn. GPIIb/IIIa).  

Schritt 3: Während die Zellprotrusion durch Aktinpolymerisation erfolgt, kontra-

hiert sich das Zytoskelett durch die ATP-verbrauchende und Calcium-abhän-

gige Interaktion von Myosin und Aktin, und der Zellkörper inklusive des 

Zellkerns gleitet nach vorn (Huttenlocher und Horwitz, 2011).  

Das Loslassen der Zelle am hinteren Ende im letzten Schritt, verbunden mit 

dem Abbau von Adhäsionszonen in diesem Bereich, ist essentiell für die 

Wanderung und in einigen Zellarten geschwindigkeitsbestimmend (Chen, 

1981). Die Bindungen zwischen Integrinen und Zytoskelett sind im hinteren Teil 

der Zelle weniger stark ausgeprägt, so dass sich bei Kontraktion des 

Zytoskeletts Integrine vom Substrat lösen oder auch, mit Bildung von 

Membranfäden bis zu einem Reißen der Membran, an der ECM angehaftet 

zurückbleiben können (Friedl et al., 1997; Palecek et al., 1998). Als weiterer 

Mechanismus kann wiederum durch Interaktion mit regulatorischen Proteinen 

die Affinität der Integrine zu ihren Liganden so stark reduziert werden, dass sich 

die Bindungen lösen und Integrine über Endozytose internalisiert und recycelt 

werden oder sich in der Membran nach vorne bewegen (Campbell und 

Humphries, 2011; Ezratty et al., 2009).  

Im haptokinetischen Modell hängt die Migrationsgeschwindigkeit von der 

Ligandenkonzentration in der ECM, die gleichzeitig Barriere und Anhaftungs-
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punkt ist, und von der Zahl und Konzentration der zur Verfügung stehenden 

Adhäsionsrezeptoren und Zytoskelettkomponenten ab. Dabei sind mittlere 

Konzentrationen von Integrinen und ihrer Liganden jeweils mit der höchsten 

Geschwindigkeit assoziiert, wahrscheinlich weil in diesem Bereich ein optimales 

Gleichgewicht zwischen Adhäsion und Loslassen gewährleistet ist (Palecek et 

al., 1997).  

Neben dem haptokinetischen Modell der Migration stark adhärenter Einzel-

zellen gibt es das amöboide Modell der Zellwanderung, in dem sich Zellen mit 

eher schwachen Adhäsionen oder sogar Adhäsionsrezeptor-unabhängig in 

einer 3D Matrix bewegen. Diesem Migrationstyp folgen Lymphozyten und 

dendritische Zellen, indem sie am führenden Ende durch Aktinpolymerisation 

Pseudopodien ausbilden und am hinteren Zellpol den sogenannten Uropod als 

eine Art Anker. Die umgebende ECM wird dabei nicht lysiert, sondern vielmehr 

als Leitstruktur benutzt, an der sich die Zelle entlanghangelt und durch 

Engstellen hindurchzwängt (Friedl und Weigelin, 2008; Lämmermann et al, 

2008).  

Haptokinetische Zellmigration einerseits und amöboide Wanderung anderer-

seits scheinen dabei die Extremformen eines kontinuierlichen Spektrums von 

Wanderungsmechanismen darzustellen (Huttenlocher und Horwitz, 2011).  

 

1.2 Prinzipien kollektiver Zellwanderung  
 
Neben der Wanderung von Einzelzellen wird auch eine Wanderung von Zellen 

in Gruppen beobachtet und in der Literatur mit verschiedenen Begriffen 

beschrieben, z.B. kollektive Zellwanderung, Wanderung von Zellclustern, 

Wanderung von einlagigen Zellsheets, Kohortenmigration, Zellmassenbewe-

gung und Tubulogenese (zusammengefasst in Friedl et al., 2004). Kollektive 

Zellwanderung ist sowohl in 2D als auch 3D Modellen und in vitro und in vivo 

unter Zuhilfenahme von lichtdurchlässigen metazoischen Embryonen darstell-

bar. Während der Embryogenese wandern unterschiedlich große Zellgruppen 

über längere Strecken, wie z.B. die Gastrulation oder Sprossung des Tracheal-

baums in Hühnerembryonen oder die Migration der sogenannten border cells, 

eine acht bis zwölf Zellen umfassende Gruppe von Oozyten in Drosophila 

melanogaster (Weijer, 2009).  
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Die Wanderung isolierter Zellgruppen wird von ähnlichen Prozessen wie bei der 

Einzelzellwanderung vermittelt, der Anhaftung der Zellen am Vorderpol der 

Gruppe und die Loslösung von Zell-ECM-Interaktionen am Hinterende – 

diesmal über mehrere Zellen hinweg in einer konzertierten Aktion (Friedl et al., 

1995). Dabei bestimmen vor allem Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhäsionen 

einerseits und die Zellkontraktilität andererseits die Form der einzelnen Zellen 

und damit die Geometrie der Gruppe – von hexagonalen Zellverbänden inner-

halb derer ein Kräftegleichgewicht besteht hin zu elongierten Zellen, die längli-

che Stränge bilden (Hilgenfeldt et al., 2008). Essentiell für aktive Wanderung ist 

dabei wie bei der Einzelzellwanderung die Fähigkeit von Zellen am führenden 

Ende der Gruppe durch Aktinpolymerisation Protrusionen und nachfolgend Zell-

Matrix-Kontakte auszubilden (Montell, 2008). Zellen, die selbst keine 

migratorische Aktivität zeigen, können dabei von ihren beweglichen Nachbarn 

über die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten mitgezogen (Theveneau und 

Mayor, 2011) oder von nachfolgenden Zellen nach vorne gedrückt werden 

(Gray et al., 2010; auch Friedl und Alexander, 2011).  

Erste, zunächst noch indirekte Hinweise auf kollektive Zellwanderung bei der 

Invasion von gesundem Gewebe durch maligne Tumoren lieferten histologische 

Schnittserien, in denen sich in der Nähe des Primärtumors nicht nur vereinzelte 

Tumorzellen sondern auch mit dem Primarius in keiner nachweisbaren Verbin-

dung stehende Tumorzellnester fanden. Die Verteilung dieser benachbarten 

Tumorzellen wurde manchmal als Beweis von multizentrischer Tumorgenese 

und auch schon sehr früh als Hinweis auf aktive Invasion und Migration inter-

pretiert (zusammengefasst in Sträuli und Hämmerli, 1984). Erste Versuche mit 

Melanomprimärexplantaten, gewonnen aus dem Gordon-Kosswig-Melanom-

System in Zahnkarpfen, zeigten in einem 2D Kultursystem auf Glas Zell-

gruppen, die sich vom Explantat lösten und sich mit einer Geschwindigkeit von 

bis zu 4 μm/min weitestgehend gradlinig fortbewegten (Kolega, 1981). In einem 

weiteren in vitro 2D Modell mit humanen kolorektalen Adenokarzinomzelllinien 

wanderten von den in Kultur gesetzten Zellinseln ausgehend einschichtige 

Zelllagen ab. Diese als Kohortenmigration bezeichnete Wanderung fand sowohl 

auf Glas als auch auf Oberflächen statt, die mit Kollagen I und IV, Fibronectin 

und Laminin beschichtet waren. Dabei war die spontane Migrationsaktivität 
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gering, konnte jedoch durch hepatocyte growth factor/scatter factor stimuliert 

werden (Nabeshima et al., 1998).  

Eine ähnlich gradlinige Migration wie bei Kolega im 2D System fand sich bei 

sogenannten Zellclustern, die sich aus Explantaten von humanen Primär-

tumoren lösten, die in 3D Kollagengelen kultiviert wurden (Friedl et al., 1995).  

Bei allen Beispielen von Zellgruppenwanderung, bei denen die Migrations-

aktivität durch Zeitraffertechnik untersucht wurde, fällt bei der durch die 

Multizellularität geringeren Verformbarkeit der Gruppe eine sehr gradlinige 

kollektive Wanderung mit Wahrung der Zell-Zell-Interaktionen und hoher relati-

ver Ortstreue der Einzelzellen innerhalb der Gruppe auf (Friedl et al., 1995). 

Dabei wird trotz erheblicher Zugkräfte die Kohäsion innerhalb der Gruppe über 

Zell-Zell-Adhäsionsrezeptoren, darunter auch β1 Integrine, aufrechterhalten 

(Tusch, 2003).  

Somit sind in migrierenden Tumorzellclustern der Morphogenese ähnliche mor-

phologische und wahrscheinlich molekulare Prinzipien der Zellgruppenwande-

rung wirksam, die durch Zusammenwirken von Zellkontraktilität, Zell-Matrix- und 

Zell-Zell-Interaktionen die kollektive Migration einer vielgestaltigen Gruppe 

ermöglichen.  

 

2. Das Melanom als Modell der Tumorinvasion  
 
Melanome entstehen aus den Pigment-produzierenden Melanozyten in der 

basalen Epidermis. Physiologischerweise ist die Proliferation von Melanozyten 

streng kontrolliert und findet nur selten statt, jedoch behalten Melanozyten ein 

lebenslanges Proliferationspotential. Melanozyten entwickeln sich aus 

Melanoblasten, die von pluripotenten Neuralleistenzellen abstammen. Von der 

Neuralleiste wandern sie in zahlreiche Organe aus, allen voran die Haut, in der 

sie sich diffus verteilen (Liu und Herlyn, 2005).  
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2.1 Pathogenese und Progression des Melanoms:  

klinische und molekulare Grundlagen  

 

Melanome treten in der Regel an der Haut auf und seltener in anderen Organen 

mit Melanozytenanteil, einschließlich Uvea, gastrointestinalen Schleimhäuten 

und Meningen.  

In Deutschland erkranken ca. 15.000 Menschen jährlich an einem malignen 

Melanom. Es macht bei Frauen 4,1% und bei Männern 2,8% aller bösartigen 

Neubildungen aus und verursacht etwa 1% aller Krebstodesfälle. Bei steigender 

Inzidenz mit einer Verdreifachung seit den 1980-iger Jahren ist die Mortalität 

weitgehend gleich geblieben, was für bessere Früherkennung in heilbaren 

Stadien spricht, mit 5-Jahres-Überlebensraten aller diagnostizierten Melanome 

von 80-90% dank effizienter Früherkennung. Dagegen liegen die 5-Jahres-

Überlebensraten des fortgeschrittenen, metastasierten Melanoms um 5%, 

entsprechend geringer Ansprechraten für Chemo-, Strahlen- und Immun-

therapie (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e. V. und des 

Robert Koch-Instituts, 2008).  

Als gesicherte Risikofaktoren gelten ein Melanom in der Vorgeschichte, die 

Entwicklung dysplastischer Naevi, eine Melanomerkrankung in der Familien-

anamnese sowie intensive UV-Exposition der Haut, insbesondere traumatische 

Sonnenbrände in der Kindheit. Neben der Entwicklung auf dem Boden konge-

nitaler und erworbener Naevi können Melanome auch de novo in klinisch 

unauffälliger Haut entstehen. Genetisch-molekulare Risikofaktoren sind eine 

Keimbahnmutation in CDKN2A auf Chromosom 9p21, eine aktivierende Spon-

tanmutation in der kleinen GTPase B-Raf und die hereditäre Erkrankung 

Xeroderma pigmentosum. Als weiterer Riskofaktor steigert systemische 

Immunsuppression, z.B. im Rahmen einer Organtransplantation, die 

Melanominzidenz um Faktor 3 (Miller und Mihm, 2006).  

Die biologisch-klinische Aggressivität von Melanomen korreliert mit der Tumor-

dicke. Läsionen bis 0,75 mm Tumordicke entsprechen einem T1 Stadium mit 

klinisch günstiger Prognose, während Melanome mit nur wenigen Millimetern 

Dicke häufig bereits fortgeschritten sind und mit hohem Metastasierungsrisiko 

einhergehen. Im Verhältnis zu anderen soliden Tumoren, so z.B. beim 
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Mammakarzinom, ist die Metastasierungsneigung relativ zum Volumen des 

Primärtumors beim Melanom besonders hoch (Balch et al., 2009).  

Nach Clark läuft die Melanomentwicklung in fünf Stufen ab: Der erste Schritt 

beinhaltet die Entstehung benigner Naevi durch die Proliferation strukturell 

normaler Melanozyten, gefolgt von zunehmender zytologischer Dysplasie der 

Naevuszellen als zweitem Schritt. Bereits in diesem Stadium finden sich häufig 

BRAF-Mutationen (ca. 60% dysplastischer Naevi und Melanome), die Prolifera-

tion, Überleben und Invasionsfähigkeit der Zellen fördern (Chapman et al., 

2011). Im dritten Schritt, in der sogenannten radialen Wachstumsphase, liegt 

nach zytomorpholgischen Malignitätskriterien bereits ein Melanom vor, das vor 

allem intradermal, d.h. oberhalb der Basalmembran und entlang der Epidermis 

wächst, mit eher geringer Tendenz, die papilläre Dermis in Form von Einzel-

zellen und kleinen Zellnestern zu invadieren. In der darauffolgenden vertikalen 

Wachstumsphase (Stadium 4) bildet sich ein Tumor mit knotigen Anteilen und 

deutlicher dermaler Invasion. Dieser Schritt bekommt klinische Relevanz in der 

Tumordicke nach Breslow, die in der TNM-Klassifikation die prognostisch 

wichtigste und daher T-Stadium bestimmende Eigenschaft ist (Balch et al., 

2009). Mit dem letzten und fünften Schritt erreicht das invasive Melanom 

Lymph- oder Blutgefäße mit nachfolgender Disseminierung, Extravasation und 

Proliferation in entfernten Organen zur Ausbildung von klinisch okkulten Mikro- 

oder makroskopischen Makro-Metastasen (Clark et al., 1984; Miller und Mihm, 

2006).  

 

2.2 Die Rolle von Integrinen bei der Invasion und Migration von 

Melanomzellen  

 

Neben genetisch-determinierten Defekten in Melanozyten wird einer gestörten 

Homöostase in der Haut zunehmende Bedeutung für die Pathogenese und 

Progression des Melanoms eingeräumt, insbesondere aktivierende Interaktio-

nen zwischen Melanozyten, Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, 

Immunzellen und der sie umgebenden Matrix. Melanozyten exprimieren Integ-

rine, Cadherine und Zell-Adhäsionsmoleküle der Immunoglobulinsuperfamilie, 

die während der Melanomentstehung zum Teil fehlreguliert werden (Haass et 
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al., 2005). An dieser Stelle soll auf die Bedeutung von Integrinen als Progres-

sionsmarker bei Melanomen eingegangen werden, insbesondere ihr Beitrag für 

die Melanomzellinvasion und möglicherweise -metastasierung.  

Eine besonders starke Expressionsregulation wurde für β3 Integrine gezeigt, 

die in fast allen Melanomen in der vertikalen Wachstumsphase und bei 

metastasierten Tumoren deutlich aufreguliert sind, jedoch in Frühphasen der 

Tumorentstehung und normalen Melanozyten fehlen (Abelda et al., 1990, 

Danen et al., 1994). Die Expressionsstärke von β3 Integrinen im Primärtumor 

korreliert stark sowohl mit der Tumordicke nach Breslow als auch mit dem 

Risiko späterer Metastasierung und Mortalität (Hieken et al., 1996). In Mela-

nomzellen assoziiert die β3 Integrinkette mit der αv-Kette zu einem hetero-

dimeren Rezeptor für Vitronektin, Fibronektin, Fibrinogen und Osteopontin 

(Hynes, 2002; Danen et al., 1994). In Gewebeschnitten benigner und maligner 

Läsionen ist αvβ3 Integrin ausschließlich in primären Melanomen und 

Melanommetastasen, nicht jedoch in normalen Melanozyten oder dysplasti-

schen Naevi exprimiert (Danen et al., 1994). Melanomzelllinien, die keine αv 

Ketten exprimieren, zeigen nach Aufregulation von αvβ3 starkes tumorigenes 

Potential nach Transplantation in athymische Nacktmäuse (Felding-Habermann 

et al., 1992). Die Expression von αvβ3 Integrin korreliert mit und fördert die 

Expression der für Invasion wichtigen aktiven Form von Matrixmetallo-

proteinase-2 in Melanomen (Hofmann et al., 2000) und steigert die Expression 

des anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2 Proteins (Petitclerc et al., 1999).  

Weniger klar ist die funktionelle Rolle von α2β1 Integrin, einem der wichtigsten 

Kollagenrezeptoren, dessen Aufregulation ebenfalls mit der Melanom-

progression korreliert und zur Invasivität von Melanomzellen in vitro beiträgt. 

α2β1  fehlt in normalen Melanozyten sowie in der großen Mehrzahl 

melanozytärer Naevi, während es in vielen Melanomen ab der vertikalen 

Wachstumsphase (T2, >1,5mm Breslow-Dicke) stark aufreguliert wird und 

weiterhin in Fernmetastasen exprimiert bleibt (Bröcker et al., 1985; Klein et al., 

1991).  

Auch α3β1 und α5β1 Integrine gelten als Progressionsmarker des Melanoms. 

α3β1 Integrine sind in melanozytären Naevi nur auf sehr niedrigem Niveau 

exprimiert, jedoch – korrelierend mit der Invasionstiefe – in malignen Läsionen 
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und der Mehrheit (82%) der Fernmetastasen aufreguliert (Natali et al., 1993; 

Danen et al., 1994).  

Die Bedeutung von β1 Integrinen für die invasive Zellmigration zeigen Experi-

mente mit humanen Melanomzelllinien in 2D und 3D Migrationsmodellen, bei 

denen ein haptokinetischer Migrationstyp auftrat, der von α2β1 Integrinen 

abhängig war (Klein, 1991; Maaser et al., 1999). α2β1 Integrine vermitteln 

starke Adhäsion und Mechanotransduktion in invasiven Melanomzellen, und 

eine Adhäsionsblockade führt zu einer deutlich reduzierten Migrationsaktivität 

mit Verlust von Zellpolarität und Membranaktivität (Maaser et al., 1999).  

Der mechanistische Beitrag von Integrinen zur Melanomprogression und -

metastasierung in vivo ist jedoch, mangels stringenter in vivo Modelle, bisher 

unklar (Friedl und Alexander, 2011).  

 

3. Ziel der vorliegenden Arbeit  
 
Das Melanom ist ein hochaggressiver Tumor bedingt durch seine sehr frühe 

Invasion in das umliegende Gewebe und schnelle Metastasierung. Neben der in 

vitro gut beschriebenen Einzelzellwanderung bei einer Vielzahl von Tumoren, 

einschließlich des Melanoms, die einem haptokinetischen Migrationstypus 

entspricht, sind vor allem in histologischen Schnitten mehrzellige Verbände in 

der mittleren und tiefen Dermis darstellbar, die damit indirekte Hinweise für 

kollektive Zellinvasion liefern.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mittels Zellkulturverfahren untersucht werden, 

ob aus primären Melanomexplantaten, ähnlich wie aus epithelialen und mesen-

chymalen Tumoren, Zellen im Kollektiv auswandern.  

Nachdem in ersten Versuchen mit Explantatkulturen von Primärmelanomen in 

einem 3D Kollagenmodell kollektive Zellmigration nachweisbar war, sollte die 

Zell-Matrix-Interaktion bei dieser Migrationsform näher beschrieben werden. Da 

β1 Integrine ein Progressionsmarker für Melanome sind und wesentlich zur 

Migration von Tumorzellen beitragen, sollte geklärt werden, ob sie die kollektive 

Migration von Melanomzellen vermitteln.  
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Material und Methoden  

Material  

Produkt  Herkunft 

 

Zellkultur 

 

Natriumbikarbonat 7,5% Gibco BRL, Life technologies, Paisly, Schottland 

Penicillin/Streptomycin 

(PenStrep) 

Gibco BRL, Life technologies, Paisly, Schottland 

PBS Merck, Darmstadt 

EDTA  Merck, Darmstadt 

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

FCS PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

MEM ICN, Eschwege 

dermales bovines Kollagen 

(Vitrogen 100)  

Collagen Corp., Palo Alto, CA, USA 

 

Chemikalien  

para-Formaldehyd Sigma, Deisenhofen 

Azeton Merck, Darmstadt 

Protease K Dako, Hamburg 

 

Antikörper  

IgG1 Maus anti-hu ß1 Integrin 4B4 Coulter, Hamburg  

IgG2a Maus anti-hu ß1 Integrin K20 Immunotech, Marseille, Frankreich 

IgG1 Maus anti-hu E-Cad mAk HECD-1 Zymed, Berlin  

IgG1 Maus anti-hu gp100 mAk HMB-45 Dako, Hamburg 

LRSC Ziege-Fab anti-Maus IgG  Dianova, Hamburg 

 

Ausrüstung  

Zentrifuge Heareus Sepatech, Osterode 

Mikroskope Leica DMIL, Bensheim 

Temperaturmeßgerät Statop 4849, Chauvin-Arnoux, Frankreich 
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Wärmelampen Philips, Amsterdam, Niederlande 

Videokamera  Topica TP 505D, CCD-Kamera, Taipei, Taiwan 

Videorecorder JVC BR S 920 E, timelapse video casette 

recorder, Yokohama, Japan 

Konfokalmikroskop Leica TCS-4D, Bensheim 

Kryostat 1720 Leitz, über Leica, Bensheim 

Zelltrackingcomputer ScreenMachine-Videokarte, Fast Electronics, 

München, mit Macintosh II Computer 

 

1. Gewinnung und Kultivierung von Melanom-Primärgewebe  
 
Klinisch und dermatoskopisch melanomverdächtige Hautläsionen wurden im 

Rahmen der klinischen Versorgung an der Universitätshautklinik exzidiert, 

fotografiert und noch im Operationssaal so vom Pathologen geteilt, dass ein für 

die Diagnostik entbehrliches Areal für die Primärkultur asserviert wurde. 

Lebendgewebe wurde unmittelbar nach der Teilung in RPMI Medium auf Eis 

gelagert und für Primärkulturen verarbeitet. Die Gewebegewinnung erfolgte in 

anonymer Form nach schriftlicher Einwilligung der Patienten in Übereinstim-

mung mit der Deklaration von Helsinki.  

Die histologische Diagnosesicherung anhand von Paraffinschnitten im Rahmen 

der Patientenversorgung umfasste Hämatoxylin-Eosin-Färbungen in Kombina-

tion mit immunhistochemischen Färbungen für die Antigene S-100, Gp100 und 

MART-1. Es wurden die Breslow-Tumordicke sowie der Clark-Level als 

Staging-Parameter bestimmt.  

Um bei möglicher heterogener Zusammensetzung des Primärtumors die Malig-

nität des in Kultur genommenen Tumorareals zu bestätigen, wurde der unmit-

telbar nachfolgende Schnitt als Gefrierschnitt histologisch-pathologisch analy-

siert. Somit wurde für alle Primärkulturen die klinische Diagnose eines invasi-

ven, malignen Melanoms im Rahmen der universitären Patientenversorgung 

gesichert und für die kultivierte Subregion mittels Gefrierschnitt bestätigt.  
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2. Ansetzen der Explantatkulturen  
 
Die Explantate wurden intraoperativ vom Pathologen aus nicht zentralen 

Anteilen des Tumors gewonnen, auf einer sterilen mit 0,9% NaCl getränkten 

Kompresse transportiert und nachfolgend in Medium (RPMI, 10 % FCS, 1 % 

Penicillin-Streptomycin) zerteilt und kultiviert.  

Das Tumorteilstück wurde vorsichtig mit einem Skalpell von Hand in circa 

1 mm³ große Stückchen geschnitten und mit Medium abgespült, um Zelldebris 

zu entfernen.  

Das Kollagengel wurde aus bovinem Kollagen Typ I (Vitrogen), Minimal 

Essential Medium (MEM), Natriumbicarbonat und Medium auf Eis gemischt 

(Tabelle 1). Anschließend wurden sterile Deckgläser (Stärke 0) in 6-Loch-

Platten eingebracht und darauf Tropfengele mit einem Volumen von 100 µl 

gegossen. Jeweils ein Tumorstückchen wurde mittig in ein Tropfengel ein-

gebettet. Die Tropfengele polymerisierten im Brutschrank bei 37°C für 20 min, 

wurden anschließend mit 2 ml Medium überschichtet und für die Primärkultur 

bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit über mehrere Tage kultiviert.  

Bei Einbettung passiv im Gel verteiltes Tumormaterial wurde videomikro-

skopisch festgehalten, um es von später aktiv ausgewandertem Material 

unterscheiden zu können.  

Um die Auswanderung von Einzelzellen, Sheets, Auswüchsen und Clustern zu 

dokumentieren, wurden die Kulturen einmal täglich mikroskopisch begutachtet.  

Das Medium wurde bei initialem Umschlag des Farbindikators gewechselt.  

 

 Tabelle 1: Zusammensetzung des Kollagengels  

Material Menge Konzentration 

Vitrogen 750 µl 3 mg/ml 

MEM 100 µl  

Bicarbonat 50 µl  

Medium 450 µl  

Kollagen-I-Suspension 1350 µl 1,67 mg/ml 
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3. Zeitraffer-Videomikroskopie  
 
Primärkulturen, die Auswüchse oder bereits Cluster zeigten, wurden mit 

Zeitraffervideomikroskopie in speziellen Kammern gefilmt. Diese bestanden aus 

Objektträgern, auf denen als Kammerschmalseiten drei Stege aus Wachs 

(jeweils ein Teil Vaseline auf einen Teil Paraffin) aufgebracht wurden (Friedl 

und Bröcker, 2004). Auf diesen Stegen wurde das Deckglas mit Tropfengel mit 

Wachs befestigt. Die so entstandene ca. 250 µl große Kammer wurde komplett 

mit Medium aufgefüllt, zum Äquilibrieren des pH-Wertes für 15 min im 

Brutschrank inkubiert und anschließend mit Wachs versiegelt.  

Die Proben wurden nun auf inversen Zellkulturmikroskopen bei 63-facher 

Vergrößerung mit einer 320-fachen Zeitraffung gefilmt, d.h. eine Sekunde 

Videofilm entsprach ca. 5 min Echtzeit. Die Tropfengele wurden von der 

Deckglasseite her mit der an den Fototubus des Mikroskops angeschlossenen 

Videokamera gefilmt. Gelegentlich bewegten sich die Cluster aus dem gefilmten 

Ausschnitt, sodass manuell nachjustiert werden musste. Während des Filmens 

wurden die Proben mit Hilfe von Wärmelampen, die über einen Regler mit in die 

Wachsränder der Kammer eingebettetem Temperaturfühler reguliert wurden, 

bei einer konstanten Temperatur von 37°C gehalten.  

 

4. Funktionsblockade von 1 Integrinen in Primärkulturen  
 
Um den Einfluss von β1 Integrinen auf die Wanderung von Einzelzellen und 

Zellclustern zu untersuchen, wurden migratorisch aktive Primärkulturen 

zunächst mit Zeitraffervideomikroskopie für ca. 3 h gefilmt (Spontanmigration 

der unbehandelten internen Kontrolle), anschließend im wandernden Zustand 

mit funktionsblockierendem mAk 4B4 (Morimoto et al. 1985) inkubiert und 

erneut gefilmt.  

Dann wurde die Migrationskammer an einer Seite vorsichtig eröffnet und das 

darin enthaltene Medium mit sterilem Papier abgesaugt. Anschließend wurde 

mAk 4B4 in Zellkulturmedium mit einer Konzentration von 30 µg/ml in CO2 

equilibriertem Medium zugegeben, sodass sich nach Vermischung mit dem im 

Kollagengel selbst enthaltenen Medium eine Endkonzentration von ca. 10 µg/ml 

ergab. Die Kammer wurde wieder mit Wachs versiegelt, für bis zu 65 h gefilmt, 
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und die Lebendmikroskopie wurde nach erneutem Öffnen durch Probenfixie-

rung (4% PFA, 30 min) beendet. Alle Schritte wurden unter Wärmelampen bei 

37°C durchgeführt.  

 

5. Zelltracking  
 
Die zeitgerafften Videobänder wurden mit Hilfe von Computer-gestütztem 

Zelltracking ähnlich der zuvor für das Tracking von Einzelzellen etablierten 

Methode analysiert und hinsichtlich des Migrationsparameters „speed“ und 

Pfade der Cluster sowie sich von den Clustern abspaltenden Einzelzellen durch 

die Matrix ausgewertet (Friedl et al. 1993).  

 

Aus den zeitlich aufgelösten xy-Werten der Position mehrerer Zellen innerhalb 

desselben Clusters wurde sowohl der Pfad des getrackten Objektes in der 

gefilmten Ebene rekonstruiert als auch die Migrationsgeschwindigkeit 

berechnet.  

 

Um den durchschnittlichen Pfad und die durchschnittliche Geschwindigkeit 

eines Zellclusters in seiner Gesamtheit darzustellen, wurden 4 bis 10 morpho-

logisch eindeutig identifizierbare Zellen in unterschiedlicher Position innerhalb 

des Clusters getrackt. Aus den sich ergebenden xy-Koordinaten wurde 

anschließend zu jedem Zeitpunkt Geschwindigkeit und Pfad des gesamten 

Clusters gemittelt. 

 

Ebenfalls ausgewertet wurde die Migration von Einzelzellen, die sich nach 

Blockade von 1 Integrinen von einem Cluster lösten. Dafür wurden alle sich 

lösenden Zellen (n = 20) ab dem Zeitpunkt der kompletten Loslösung getrackt 

und die durchschnittliche Geschwindigkeit für Phasen mit mindestens 4 losge-

lösten, wandernden Zellen berechnet.  

 

Die Berechnung der durchschnittlichen Geschwindigkeit von Einzelzellen 

erfolgte unter Einbeziehung von Phasen ohne Migrationsaktivität („average 
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speed“), während die tatsächliche Migrationsgeschwindigkeit dagegen nur für 

Phasen aktiver Migration ermittelt wurde („steady-state velocity“).  

Da in einem wandernden Cluster sich nicht alle Zellen gleichzeitig vorwärts 

bewegen, was zu Verformungen des Clusters führt, wurde überwiegend die 

durchschnittliche Geschwindigkeit berechnet und mit der Migrationsgeschwin-

digkeit der Einzelzellen verglichen.  

 

6. Immunfluoreszenzfärbungen  
 
Proben mit wandernden Clustern wurden zur Identifizierung von potentiell in 

den Clustern enthaltenden melanozytären Zellen für das zytosolische Gp 100 

mit mAk HMB45 (Kapur et al. 1992) gefärbt. Dafür wurde das Kollagengel 

zunächst mit vierprozentigem PFA für 30 min bei 37°C fixiert. Anschließend 

wurde das Gewebe mit Aceton für 10 min bei Raumtemperatur permeabilisiert 

und danach mit Protease für 10 min inkubiert, um durch PFA vernetzte Antigen-

strukturen für den eingesetzten primären Antikörper aufzudecken. Die Proben 

wurden für 2 h mit primärem Antikörper HMB45 mit einer Konzentration von 

2 µg/ml bei 4°C inkubiert.  

 

Zur Detektion von 1 Integrin wurden Proben mit wandernden Clustern nach 

PFA-Fixierung wie oben mit anti-1 Integrin mAk 4B4 und K20 (Amiot et al. 

1986) mit einer Konzentration von jeweils 10 µg/ml für 2 h inkubiert. Durch die 

Verwendung von Antikörpern gegen zwei verschiedene Epitope auf dem 

gleichen Zellmembranmolekül sollte ein stärkeres Signal erzeugt werden.  

 

Als sekundärer Antikörper wurden LRSC-markierte Fab-Fragmente (Konzentra-

tion 1,3 µg/ml) eingesetzt. Sowohl die wie oben beschriebenen vorbehandelten 

Proben als auch die Proben aus den Funktionsblockadeversuchen wurden für 

jeweils 60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mit sekundärem Antikörper 

inkubiert.  

 

Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Proben jeweils 3 mal für 5 min mit 

2,5 ml PBS gespült.  
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7. Konfokalmikroskopie  
 
Die für Immunfluoreszenz präparierten Proben wurden mittels Konfokal-

mikroskopie für Fluoreszenz und auch Reflexion der umgebenden extra-

zellulären Matrix sowie reflektierender Zellbestandteile aufgearbeitet. In der 

Konfokalmikroskopie wird zur Anregung Laserlicht – hier über einen 30/70 oder 

doppelt dichroitischen Strahlteiler – durch das Objektiv in die Probe gelenkt.  

Zellen und Kollagenmatrix wurden in hydriertem Zustand ohne spezielle 

Anfärbung dargestellt, indem das von Zell- und Matrixstrukturen reflektierte 

Laserlicht im ersten Photodetektor detektiert wurde.  

Im weiteren Strahlengang trennte ein OG 590-Longpass-Filter die kurzwelligere 

Grün-Fluoreszenz von längerwelliger Rot-Fluoreszenz.  

Diese Kombination aus Reflexions- mit Fluoreszenzmikroskopie erlaubte die 

Verteilungsanalyse von 1 Integrinen auch im Hinblick auf mögliche Kolokali-

sation mit Kollagenfasern hin.  

Um große Objekte wie Zellcluster in der umgebenden Matrix bei möglichst 

hoher Auflösung aufnehmen zu können, wurde ein 63x NA1,3 Ölimmersions-

objektiv eingesetzt. Zur Darstellung größerer Bildausschnitte wurden mehrere 

nebeneinanderliegende gering überlappende Felder in x-y-z aufgenommen 

(z-Abstand 2 µm) und mit der TCS Software (Leica) und mit Adobe Photoshop 

und Aldus Photostyler digital zusammengesetzt.  
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Ergebnisse  

 

1. Charakterisierung verschiedener Invasionsformen von Melanom-

explantaten in 3D Kollagengelen  

 

Bei der Kultur von Melanomexplantaten in 3D Kollagenmatrices wurden 

verschiedene Invasionsformen beobachtet. Einzelne spindelförmige Zellen 

wanderten neben Leukozyten, die als kleine rundliche Zellen imponierten, 

meistens als erstes vom Tumorexplantat (Abb. 1, weiße Sternchen) in die 

umgebende Matrix aus (Abb 1, A und F, schwarze Pfeilspitzen). Dabei ließen 

sich spindelförmige Tumorzellen lichtmikroskopisch nicht von Fibroblasten 

unterscheiden.  

Einige Explantate bildeten größere Lysezonen (Abb. 1B, schwarze Pfeilspitzen) 

im umgebenden Kollagen (schwarzes Sternchen) aus. Dieses Phänomen zeigte 

sich nicht bei allen Primärtumoren. Wenn es jedoch auftrat, dann fand es sich in 

mindestens 25% der voneinander unabhängig kultivierten Proben eines 

Tumors.  

Diese proteolytische Aktivität ließ sich in diesem Modell jedoch keiner 

bestimmten Zellpopulation aus dem Tumorexplantat zuordnen.  

Neben der Invasion durch Einzelzellen trat ebenfalls eine kollektive Invasion 

durch multizelluläre Verbände auf. Diese konnte verschiedene Ausprägungen 

haben. Einige Tumore bildeten sogenannte Sheets aus, eine überwiegend 

einlagige Schicht aus zusammenhängenden Zellen (Abb 1C, schwarze Pfeil-

spitzen), die über eine breite Basis mit dem Explantat Kontakt hielt und sich an 

der Interphase zwischen Kollagenmatrix und Boden der Kulturplatte ausbreitete.  

Einige Kulturen bildeten kompaktere Auswüchse (Abb. 1D, schwarze Pfeil-

spitzen), aus welchen sich wiederum einzelne Zellen und manchmal Zell-

verbände, sogenannte „Cluster“, lösten. Als Cluster wurden dabei solche 

Gruppen definiert, die lichtmikroskopisch erkennbar aus mindestens 3 zusam-

menhängenden Zellen bestanden. Cluster selbst konnten verschiedene Formen 

annehmen (Abb. 1E und F, weiße Pfeilspitzen). Einige Cluster waren eher breit 

und flach geformt (Abb. 1E), andere waren eher stab- bis spindelförmig (Abb. 

1F).  
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Alle Invasionsstrategien wurden bereits ab 12 Stunden Kulturdauer beobachtet, 

konnten aber auch noch nach bis zu 4 Wochen auftreten.  

 

 
 
Abbildung 1: Invasionsformen von Melanomexplantaten in 3D Kollagenmatrices. Licht-
mikroskopische Aufnahmen Kulturen unterschiedlicher Primärmelanome. Weiße Sternchen: 
Melanomexplantat. (A) und (F): spindelförmige Einzelzellen (schwarze Pfeilspitzen). (B): 
Proteolyse des Kollagengels (schwarzes Sternchen), Rand der Lysezone (schwarze Pfeil-
spitzen). (C): kollektive Invasion durch einlagiges Sheet, äußere Begrenzung (schwarze Pfeil-
spitzen). Kollektive Invasion durch kompakten Auswuchs (schwarze Pfeilspitzen) mit Verbin-
dung zum Explantat (schwarze Zone). (E): flaches Cluster (weiße Pfeilspitzen), dessen Migra-
tionsrichtung (Pfeil) mit Zeitraffer-Videomikroskopie bestimmt wurde. (F): hantelförmiges Cluster 
(weiße Pfeilspitzen). Balken in A, C, D, E: 100 µm. Balken in B: 250 µm. Balken in F: 25 µm.  
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2. Korrelation der Migration von Zellgruppen (Cluster) und 

histologischer Klassifikation des Primärtumors  

 

Mit der Frage, ob Clusterentwicklung im in-vitro-Modell mit der Aggressivität 

oder dem Fortschritt der Tumorerkrankung der jeweiligen Patienten korreliert, 

wurden zwei klassisch-histologische Stagingparameter der Primärtumore 

herangezogen.  

Trotz der geringen Anzahl untersuchter Tumore zeigte sich eine Tendenz häufi-

gerer Clusterbildung in Kulturen von den Primärtumoren, die als Hochrisiko-

melanome eingestuft wurden (Tabelle 2).  

 
 Tab. 2: Clusterbildung bei verschiedenen Melanomtypen  

Klassifikation Anzahl der Primärtumore Clusterfrequenz, n (%) 

Melanomtyp           LMM 2 0 / 2 (0) 

                               SSM 7 2 / 7 (29) 

                               ALM 3 3 / 3 (100) 

                               NM 1 1 / 1 (100) 

Tumordicke (mm)  < 1,69 5 2 / 5 (40) 

                          1,7 – 3,6 6 2 / 6 (33) 

                               > 3,6 2 2 / 2 (100) 

 

3. Identifizierung melanozytärer Zellen in wandernden Clustern  
 
Da sich Melanomgewebe neben malignen Zellen auch aus verschiedenen 

nicht-malignen Zellen wie z. B. Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen 

zusammensetzt, wurde untersucht, ob wandernde Cluster Zellen melanozytären 

Ursprungs enthalten.  

Melanozytäre Zellen wurden zum einen lichtmikroskopisch an Hand ihrer 

Pigmentgranula in multizellulären Invasionszonen identifiziert (Abb. 2A). Zum 

anderen waren Zellen innerhalb eines Clusters positiv für den melanozytären 
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Marker GP 100, der mittels Immunfluoreszenz mit mAk HMB 45 detektiert 

wurde (Abb. 2B).  

 

 
 
Abbildung 2: Invasive Zellverbände enthalten melanozytäre Zellen. (A): native, lichtmikro-
skopische Darstellung von Pigmentgranula in multizellulärer Invasionszone , (B): Immunfluores-
zenzfärbung eines Clusters mit mAk HMB 45 und sekundären LRSC-konjugierten Fab-Frag-
menten (Fixierung mit PFA, Permeabilisierung mit Aceton).  

 

4. Matrixreorganisation durch wandernde Cluster  
 
Die Einbettung eines wandernden Clusters in die umgebende EZM und deren 

Struktur wurde mit Hilfe eines konfokalen Reflexionsbildes dargestellt. Das 

Cluster wurde vor und während der Fixierung videomikroskopisch gefilmt und 

so die Migrationsrichtung bestimmt.  

 

4.1 Morphologie eines Clusters in EZM  
 
Vor der Fixierung entwickelte das Cluster zwei in unterschiedliche Richtungen 

strebende Enden (Abb. 3, Einsatz, Pfeile). Das größere, aus mehreren Zellen 

bestehende führende Ende bestimmte die Bewegungsrichtung des gesamten 
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Clusters (Abb. 3, großer Pfeil). Bei allen Zellen, die direkt mit der Matrix inter-

agierten, zeigten sich Zellmembranausstülpungen (ruffles), die Kontakt mit 

Kollagenfasern aufwiesen (Abb. 3 schwarze Linie und Abb. 4, schwarz-weiße 

Linie). Zellen im Mittelteil des Clusters, die keinen direkten Kontakt zu einzelnen 

Kollagenfasern aufbauten, waren glatt begrenzt ohne jegliche Zellausläufer. Die 

Zellkörper und auch die Zellkerne (Abb. 3, Sternchen) an den führenden Enden 

zeigten eine gestreckte, spindelige Form, ausgerichtet jeweils parallel zur 

Zugrichtung. Die Zellen am rückwärtigen Ende des Clusters waren dagegen 

rundlich mit ebenfalls runden Zellkernen.  

Diese Unterschiede in der Morphologie einzelner Zellen innerhalb des Clusters 

legten den Schluss nahe, dass die für die Wanderung des gesamten Clusters 

benötigte Kraft von den Zellen des führenden Endes allein entwickelt wurde, 

während die Zellen im rückwärtigen Ende ohne eigene Migrationsaktivität 

passiv mitgezogen wurden. Die Verformung der Zellkerne legte mechanischen 

Zug (Tension) innerhalb des Clusters nahe.  

 

4.2 Matrixstruktur in der Umgebung eines Clusters  
 
In der Umgebung des Clusters waren einzelne Fasern zu kräftigeren Bündeln 

zusammengefasst (Abb. 3, Pfeilspitzen und Abb. 4A, b). Diese Bündel wie auch 

Einzelfasern (Abb. 4A, f) liefen konzentrisch auf die Mitte des führenden als 

auch des rückwärtigen Endes zu. Mit 17 Bündeln am führenden gegenüber 9 

Bündeln am rückwärtigen Ende bei nahezu gleicher Zahl von Einzelfasern war 

die Matrix im kleinen Bereich des führenden Endes am stärksten verdichtet 

(Abb. 4B). Die Matrix in der Nähe der Clustermitte dagegen war ähnlich locker 

texturiert wie native Kollagenmatrix (Abb. 4C). Diese Verdichtung der EZM um 

das führende Ende herum war ein weiterer Indikator dafür, dass vornehmlich 

das führende Ende Zugkräfte entwickelte.  

Das genaue Ausmaß dieser Zugkräfte wurde nicht ermittelt. Die starke 

Ausrichtung von Kollagenfasern auf das führende Ende hin auf einer Länge von 

150 - 300 µm in Wanderungsrichtung im Gegensatz zu 50 - 100 µm bei einzeln 

wandernden Melanomzellen deutet jedoch auf mehrfach stärkere Zugkräfte hin 

(Friedl et al., 1997).  
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Abbildung 3: Morphologie und Matrixreorganisation eines wandernden Zellcluster. Mit 
Hilfe von Zeitraffer-Videomikroskopie (Einsatz, schwarze Umrandung der Clustergrenzen) 
festgehaltene Wanderung (Pfeile zeigen die Wanderungsrichtung an) eines Zellclusters, das 
sich nach 7 Tagen Kultur in 3D Kollagengel von einem Melanomexplantat (SSM) löste. Großes 
Bild: Ein konfokales Reflexionsbild desselben Clusters wurde nach Fixierung mit PFA aus 
verschiedenen Bildausschnitten (in x- und y-Richtung) und mehreren Brennebenen (z-Richtung 

 3 µm) rekonstruiert. Gebündelte Kollagenfasern sind durch weiße Pfeilspitzen, ein 
reflexionsarmer Zellkern durch Sternchen gekennzeichnet. Balken: 35 µm.  
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Abbildung 4: Polarisierung der Zell-Matrix-Interaktionen in einem wandernden Zell-
cluster. Anzahl der Faserbündel sowie der Einzelfasern, die sich auf das Cluster ausrichten. 
(A): Ausschnittvergrößerung aus Abb. 3 mit Membranruffling (schwarz-weiße Linie), 
Faserbündeln (b) und Einzelfasern (f). (B): Anzahl von Faserbündeln (oben) und Einzelfasern 
(unten) im Kontakt zum vorderen, mittleren und hinteren Teil des Clusters. (C): Native 
Kollagenmatrix in konfokaler Reflexion. Balken: 10 µm  

 

5. 1 Integrin-Verteilung in wandernden Melanomclustern  
 

21 Integrin wird von Melanomzellen exprimiert und gilt als Progressions-

marker (Klein et al., 1991). Darüber hinaus ist das 21 Integrin ein wichtiges 

Adhäsionsmolekül für Kollagen und könnte daher an der Interaktion von 

Melanomclustern mit Bindegewebskomponenten beteiligt sein. Daher wurde die 

Expression und Verteilung von ß1 Integrinen bei Zellclustern, die in einer 3D 

Kollagenmatrix wandern, mit konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.  

Bei Clustern, die nach Fixierung für 1 Integrine gefärbt wurden, waren diese 

heterogen innerhalb des Clusters verteilt (Abb. 5). 1 Integrine wurden 

vornehmlich an den führenden Enden insbesondere in kleinen Pseudopodien 

und weiteren Membransaustülpungen („microspikes“) detektiert (Abb. 5, weiße 

Pfeilspitzen). Membranabschnitte im Mittelteil des Clusters waren nicht 

anfärbbar für 1 Integrine. Auffällig war auch eine lineare Membranfärbung für 

1 Integrine in einigen Zell-Zell-Kontakten (Abb. 5, Sternchen) (Tusch, 2003).  
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Abbildung 5: 1 Integrin-Verteilung bei einem nativ gefärbten Cluster. Dieses Cluster 
entwickelte sich nach 2 Tagen in der Kultur eines Melanomexplantates (ALM) in 3D 

Kollagenmatrix. Nach Fixierung mit PFA wurde es mit anti-1 Integrin-mAk 4B4 und K20 und 
LRSC-konjugierten Fab-Fragmenten gefärbt. Die Fluoreszenz wurde konfokalmikroskopisch 

detektiert und das Bild aus mehreren Ausschnitten und Ebenen (z-Richtung  3 µm) 

zusammengesetzt. Weiße Pfeilspitzen: 1 Integrin angehäuft in microspikes. Sternchen: lineare 

1 Integrin-Färbung in Zell-Zell-Kontakten. Balken = 25 µm  

 

6. Funktion von 1 Integrinen für die Migration von Clustern aus 

Melanomexplantaten  

 

6.1 1 Integrine und Migrationseffizienz  
 
Wandernde Zellcluster wurden mit Zeitraffer-Videomikroskopie gefilmt und die 

Geschwindigkeit mit Hilfe von Computer-assistiertem Zelltracking bestimmt.  

Native Cluster wanderten mit einer Geschwindigkeit von mindestens 0,5 µm/min 

und erreichten Spitzenwerte von 2,6 µm/min (Abb. 6). Dies ist vergleichbar zu 

Clustern aus oralen Plattenepithelkarzinomen (Friedl et al., 1995; Muradali, 

1996).  

Die spontane Migration blieb dabei über mehrere Tage auf gleichbleibendem 

Niveau erhalten. Dies wurde einerseits in einer internen Kontrolle bestimmt, 

indem ein Cluster vor Blockadeversuch 36 Stunden videomikroskopisch 

beobachtet wurde (Abb. 6B). Andererseits wurde bei einem Cluster, das mit 

anti-E-Cadherin mAk HECD-1 (Shimoyama et al., 1989) inkubiert wurde, die 
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Migration auf gleichbleibendem Niveau über insgesamt 53 Stunden dargestellt 

(Abb. 6C).  

 

6.2 Funktion von 1 Integrinen für die Polarität von Zell-Matrix-

Interaktionen  

 

Invasive Zellen der MV3-Melanomlinie wandern in Abhängigkeit von 

1 Integrinen in 3D Kollagenmatrices (Maaser et al., 1999). Daher wurde die 

Funktion von 1 Integrinen für die Wanderung von Zellclustern in 3D 

Kollagenmatrices untersucht. Wandernde Cluster wurden vor und während der 

Inkubation mit mAk 4B4, der die 1 Integrin vermittelte Adhäsion blockiert, mit 

Zeitraffer-Videomikroskopie gefilmt.  

In zwei unabhängig voneinander kultivierten Explantaten aus dem gleichen 

Primärmelanom erlag die Migrationsaktivität nahezu völlig nach der Blockade 

von 1 Integrinen (Abb. 6A, B, und D, Probe 1 und 2). Die erhaltene Rest-

migration zeigte nur noch eine oszillierende Wanderung auf einer Stelle, so 

dass keine Netto-Migration, d. h. keine Ortsänderung der Cluster innerhalb der 

Matrix mehr resultierte. Der Verlust geradliniger Migration zeigte sich auch bei 

der Berechnung der relativen Winkeländerung sowie der Persistenz, mit der die 

Wanderungsrichtung beibehalten wurde (vergleiche auch Tusch 2003).  

Die zeitliche Verzögerung bis der Effekt von mAk 4B4 in der ersten Probe 

messbar wurde, ließ sich mit der wesentlich längeren Diffusionsstrecke er-

klären. Das Cluster in Probe 2 befand sich wesentlich dichter an der Phasen-

grenze Matrix zu Überstand.  

Um auszuschließen, dass allein die Prozedur der Inkubation mit einem Anti-

körper unter den Bedingungen der Videomikroskopien einen Einfluss auf die 

Wanderung der Cluster hatte, wurde ein Kontrollversuch mit anti-E-Cadherin-

mAk HECD-1 bei einem Cluster aus einem anderen Tumor durchgeführt (Abb. 

6C). HECD-1 weist keine Blockade gegenüber Zell-Matrixrezeptoren auf. Über 

einen Beobachtungszeitraum von über 2 Tagen zeigte sich keinerlei Effekt auf 

die Migration des Clusters.  

Diese Versuche zeigen, dass Cluster aus Melanomexplantaten eine über 

mehrere Tage anhaltende spontane Migration aufwiesen, die über 1 Integrine 
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vermittelt wurde. Weiterhin scheint E-Cadherin nicht an der Zell-Zell-Adhäsion 

und der Clusterkohäsion beteiligt zu sein.  

 

 

Abbildung 6: Die Migration von Clustern wird durch Blockade von 1 Integrinen inhibiert. 
(A, B): Tracking von sechs Zellen innerhalb der Cluster vor und nach Inkubation mit mAk 4B4. 
Diese Cluster entstanden nach 18 Tagen in unabhängig voneinander kultivierten Proben 
desselben Primärtumors (SSM). Die niedrigere Durchschnittsgeschwindigkeit von Probe B/2 
resultierte vermutlich daraus, dass dieses Cluster sich die ganze Zeit über noch nicht komplett 
vom Tumorexplantat gelöst hatte und durch diesen Restkontakt gebremst wurde. (C): 
Inkubation mit HECD-1. Durch die langen Beobachtungszeiträume wanderten die Cluster 
teilweise aus den gefilmten Bildausschnitten, was zu Unterbrechungen des Zelltrackings führte. 

(D): Durchschnittliche Geschwindigkeit  Standardabweichung in (C, Probe 3) und gleich lange 
Zeiträume aus (A, Probe 1) und (B, Probe 2) vor (schwarze Balken) und nach Zugabe des Anti-
körpers (weiße Balken). Die Analyse in (D) erfolgte für die in (A-C) angegebenen 
repräsentativen Zeiträume (jeweils 6 h).  

 

6.3 1 Integrin-Verteilung nach Funktionsblockade  
 
Um nach Funktionsblockade die betroffenen Zielzellen darzustellen, wurde ein 

zuvor mit anti-1 Integrin-mAk inkubiertes Cluster mit konfokaler Fluoreszenz-

mikroskopie aufgenommen (Abb. 7). 1 Integrine fanden sich nahezu aus-

schließlich am führenden Ende (Abb. 7, Pfeil in Migrationsrichtung) und waren 
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dort vor allem kolokalisiert mit inserierenden Kollagenfaserbündeln (Abb. 7, 

schwarze Pfeilspitzen).  

 

*

 

Abbildung 7: Verteilung von 1 Integrinen nach Blockade. Dieses Cluster entwickelte sich 
nach 18 Tagen Kultur eines Melanomexplantates (SSM) in 3D Kollagenmatrix. Während mit 
Zeitraffer-Videomikroskopie die residuale Bewegung gefilmt wurde (letzte geringe Migration in 

Richtung Pfeil), wurde die Probe mit 1 Integrin-blockierendem mAk 4B4 für 62 Stunden 
inkubiert. Nach der Fixierung wurde mit LRSC-konjugierten Fab-Fragmenten gefärbt. 
Fluoreszenz (rot) und Matrixreflexion (grau) wurden simultan konfokal aufgenommen. 

1 Integrine waren kolokalisiert mit Faseransätzen (schwarze Pfeilspitzen), Matrixdefekt am 
rückwärtigen Ende (Sternchen), Balken = 25 µm.  

 

7. Konversion kollektiver Migration zur Migration von Einzelzellen 

nach Blockade von 1 Integrinen  

 

7.1 Wanderung von Einzelzellen aus dem Cluster nach Blockade 

von 1 Integrinen  

 

Neben der unter der Blockade von 1 Integrinen erhaltenen migratorischen 

Restaktivität des Clusters behielten bzw. entwickelten einzelne Zellen innerhalb 

des Clusters migratorische Aktivität. Zellen, die vorher nur passiv vom Verband 

bewegt wurden, lösten sich aus dem Cluster und wanderten als Einzelzellen 

durch die Matrix (Abb. 8).  

Diese Zellen wanderten mit einer Geschwindigkeit von ca. 0,2-0,6 µm/min (Abb. 

9). In den Pfaden dieser Einzelzellen wechselten relativ geradlinige Strecken 

mit gewundenen Segmenten ab, in denen die Zellen abrupt die Richtung 

änderten (Abb. 10).  
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Abbildung 8: Loslösung von Einzelzellen. Videomikroskopisches Bild des Clusters aus Abb. 
6A und Abb. 7, 24 Stunden nach Zugabe von 4B4. Pfeilspitzen: Einzelzellen lösen sich vom 
Cluster. Balken: 50 µm.  
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Abbildung 9: Geschwindigkeit der Einzelzellen nach Ablösung vom Cluster. 
Durchschnittsgeschwindigkeit von insgesamt 20 Einzelzellen nach Ablösung vom Cluster. 
Dargestellt sind Phasen, die mindestens 4 wandernde Zellen repräsentierten; t0 entspricht 24 
Stunden nach Zugabe von 4B4, der Zeitpunkt der Ablösung der ersten Zellen aus dem Cluster.  
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Abbildung 10: Pfade von zwei Zellen nach Ablösung vom Cluster. Sternchen: relative 
Position des Clusters zu den Startpunkten der beiden Einzelzellen. Pfeilspitzen: Ende der 
Pfade. 

 

7.2 Morphologische Charakteristika von Einzelzellen und 

Integrinverteilung nach 1 Integrin-Blockade  

 

Um näheren Aufschluss über die Morphologie der wandernden Einzelzellen zu 

erhalten, wurden sie konfokalmikroskopisch untersucht (Abb. 11).  

Die Zellen zeigten eine vorwiegend elliptoide Form, die sich an Matrixstrukturen 

anpasste (Abb. 11, Sternchen). An besonders engen Stellen innerhalb der 

Matrix entwickelten die Zellen Einschnürungen (Abb. 11, weiße Pfeilspitze). 

1 Integrine waren in migrierenden Einzelzellen über die gesamte Zellmembran 

verteilt. Im Gegensatz zu Clustern fanden sich weder ein starker Faserzug noch 

die Bündelung von Einzelfasern (Abb. 11, schwarze Pfeilspitzen).  

Die Einzelzellen, die sich nach 1 Integrin-Blockade vom Cluster gelöst hatten, 

zeigten keine Matrixreorganisation. Sie wanderten vielmehr in einem Migra-

tionstypus, der der amöboiden Wanderung von z. B. Leukozyten entsprach, an 

vorgegebenen Matrixstrukturen entlang.  
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Abbildung 11: Amöboide Zellmorphologie nach Blockade von 1 Integrinen.  

Zwei Einzelzellen, die sich nach Inkubation mit anti-1 Integrin mAk 4B4 vom Cluster aus Abb 
6A und Abb. 7 lösten. Nach Fixierung mit PFA und Färbung mit sekundären LRSC-Fab-
Fragmenten wurden die Zellen für konfokale Reflektion (grauer Kanal) und simultan für 
konfokale Fluoreszenz (roter Kanal) aufgenommen. Pfeil: letzte Migrationsrichtung bestimmt mit 
Zeitraffer-Videomikroskopie und Computer-assistiertem Zelltracking. Sternchen: Uropod. Weiße 
Pfeilspitzen: Einschnürungsring. Schwarze Pfeilspitzen: Interaktionen mit Kollagenfasern. 
Balken: 6 µm.  
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Diskussion  

 
In dieser Arbeit wurde erstmals direkt gezeigt, dass das klinisch invasive 

Melanom bei Kultivierung im 3D Modell kollektive Zellwanderung entwickelt, die 

von der Funktion von 1 Integrin für die Kraftübertragung abhängt. Unerwartet 

zeigte sich nach Integrin-Blockade ein funktionell bedeutender Übergang von 

kollektiver in amöboide Einzelzellmigration (kollektiv-zu-amöboide Transition), 

ein neuer Mechanismus der Plastizität der Tumorzellmigration. Die Befunde 

legen eine erstaunliche zelluläre wie auch molekulare Anpassungsfähigkeit der 

Tumorinvasion nahe, die auch von therapeutischer Bedeutung sein könnte. 

Im Folgenden soll die Rolle von Zell-Matrix-Interaktionen bei der kollektiven 

Wanderung maligner Zellen diskutiert werden sowie die Bedeutung struktureller 

und funktioneller Heterogenität für diesen Migrationstyp. Weiterhin soll die 

Möglichkeit eines Strategiewechsels bei der Migration von Tumoren in Abhän-

gigkeit von Änderungen im umgebenden Milieu erörtert werden.  

 

1. Bewertung der Kultivierung von Primärexplantaten in 3D 

Matrices als Modell der Tumorinvasion in extrazellulärer Matrix  

 

1.1 Dreidimensionalität als wesentlicher Aspekt der Gewebeinvasion  
 
Die Biologie von Zellkulturen in 3D Kultursystemen weicht erheblich von 2D 

Bedingungen ab. Als Basismodell wurden Melanomexplantate in einer drei-

dimensionalen Kollagenmatrix kultiviert, die organotypische Merkmale der 

Dermis in vivo besser rekapituliert als herkömmliche 2D Zellkulturen.  

Im Körper gibt es nur wenige Situationen, bei denen Migration und Invasions-

aktivität maligner Zellen auf Oberflächen eine Rolle spielen, so bei der 

Extravasation und bei der Dissemination in der Peritoneal- und Pleurahöhle. 

Meistens erfolgt die Tumorinvasion in vivo in interstitielles Gewebe mit komple-

xem Aufbau aus verschiedenen ECM-Komponenten mit wechselnder Dichtig-

keit, teilweise auch durchzogen von Hindernissen, wie z.B. knöchernen Struk-

turen, aber auch Stellen, die weniger Widerstand bieten, wie Gewebespalten 

entlang neurovaskulärer Bündel.  
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Die 3D Gewebsstruktur liefert eingebetteten Zellen nicht nur eine mechanische 

Struktur, sondern spielt auch bei der Regulation von Zellmorphologie, Prolifera-

tion, Differenzierung, Polarität von Epithelien und dem Invasionsverhalten von 

Tumoren eine wichtige Rolle (Ghajar und Bissell, 2008). So zeigen HER2/neu-

positive Brustkrebszellen in 3D eine Aktivierung des intrazellulären RAS-MAPK-

Signalwegs im Gegensatz zum AKT-Signalweg unter 2D Bedingungen (Weigelt 

et al., 2010).  

Eine 3D ECM präsentiert den Zellen Barrieren, aber auch Lücken und mehr 

Ankerpunkte für Zelladhäsionsmoleküle, was Morphologie und Wanderungs-

verhalten von Zellen entscheidend beeinflusst. So bilden Fibroblasten auf einer 

Oberfläche Lamellopodien und Stressfasern des Aktinzytoskeletts aus, im 

Gegensatz zu kleinen Membranausstülpungen und kortikalem Aktin im 3D 

Kontext (Rhee, 2009). In knock-down Versuchen mit HT1080 Fibrosarkom-

zellen, in denen einzelne fokale Adhäsionsproteine ausgeschaltet wurden, 

zeigten sich große Geschwindigkeitsunterschiede, je nachdem ob die Zellen auf 

Oberflächen oder in ECM-Gelen kultiviert wurden (Fraley et al., 2010). Kollagen 

Typ I macht ca. 90% der ECM Proteine aus und eignet sich darum besonders 

gut als physiologisches Substrat in Migrationsexperimenten (Wolf et al., 2009). 

Schließlich erfolgte die Erstbeschreibung kollektiver Tumorzellinvasion von 

menschlichen Primärtumorexplantaten in 3D Kollagenmatrix-Kultur (Friedl et al., 

1995). 

Durch die hier eingesetzten 3D Kollagengele blieben somit wesentliche 

Aspekte, die in vivo-ähnliche Invasion und Migration von Tumorzellen fördern, 

in standardisierter Form in vitro erhalten.  

 

1.2 Primärexplantate als Modell für die Komplexität von Tumoren  
 
In 3D Matrixkulturen lassen sich primäre Melanomexplantate in 3D Matrices 

über mehrere Tage (bis zu einer Woche) kultivieren, sodass diese dabei ein 

komplexes Invasionsverhalten entwickeln können.  

Ein makroskopischer Tumor besteht infolge klonalen Wachstums, genetischem 

Drift und lokalen Mikromilieufaktoren aus Tumorzellen mit unterschiedlichen 

Eigenschaften (intraläsionale Heterogenität). So geht man davon aus, dass nur 
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ein Bruchteil von Tumorzellen bei einem erkrankten Patienten tatsächlich die 

Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung besitzen (Stetler-Stevenson, 2005).  

In den letzten Jahren rückte die Bedeutung des Tumorstromas aus ECM, nicht-

klonalen Zellen und Blutgefäßen bei der Metastasierung ins Blickfeld (Sethi und 

Kang, 2011). Die in dieser Arbeit verwendeten Primärexplantate spiegeln die-

ses komplexe Gewebe deutlich besser wider als Experimente mit Zelllinien, die 

in der Regel aus einer kleinen Gruppe Zellen – häufig aus einer Metastase – 

aus einem einzelnen Organismus isoliert und dann unter Laborbedingungen 

weiter kultiviert wurden. Melanome sind im Initialstadium von Keratinozyten und 

nach basal von der Basalmembran umgeben woran die Dermis mit ihrem dich-

ten Netz aus Kollagen mit eingestreuten Fibroblasten angrenzt. Neben melano-

zytären Mutationen spielt eine zumindest lokal gestörte Homöostase innerhalb 

der Haut bei der Melanomentstehung eine wichtige Rolle (Haass et al., 2005).  

Als Nachteil des hier verwendeten Systems ist die hohe Ausfallrate von ca. 75% 

der Einzelkulturen zu nennen, in denen keinerlei Invasionsaktivität messbar war 

(Daten nicht gezeigt). Somit zeigen wahrscheinlich regional begrenzte kleine 

Abschnitte des Primärtumors aktives Invasionsverhalten oder die Fähigkeit 

hierzu, was die geringe Effizienz dieser Kulturstrategie erklären könnte. Als 

Sekundäreffekt dieser biologischen Heterogenität lassen sich beobachtete 

Effekte, z.B. bei Blockadeexperimenten, schlechter einer bestimmten Zielstruk-

tur zuordnen. Als weiterer Nachteil sind Primärmaterialien im Gegensatz zu 

Zelllinien nur in begrenztem Umfang verfügbar, so dass sich Experimente an 

einem individuellen Tumorexplantat nicht beliebig wiederholen lassen.  

Trotz der Herausforderungen, die die Arbeit mit Primärexplantaten aufwerfen, 

werden sie inzwischen auch als zukünftige Modelle bei der Entwicklung von 

neuen Krebsmedikamenten diskutiert (Cree et al., 2010).  

 

2. Migration von Zellclustern als Wanderungsstrategie maligner 

Zellen – Bedeutung der extrazellulären Matrix  

 

2.1 Nachweis melanozytärer Zellen im Cluster  
 
Da Tumore ein komplexes Gewebe aus verschiedenen Zelltypen bilden, 

einschließlich Tumorzellen und nicht maligner Stromazellen, könnten aus 
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Primärexplantaten auswandernde Zellcluster prinzipiell aus malignen wie auch 

nicht malignen Zellen bestehen oder ebenso wie der Tumor heterogen 

zusammengesetzt sein. Bei primären Melanomexplantaten wäre z.B. eine 

Auswanderung von Keratinozytengruppen denkbar, die in Modellen zur Wund-

heilung kollektive Zellwanderung in Form von sheets zeigen (Shaw und Martin, 

2009).  

In Untersuchungen, die dieser Arbeit inhaltlich und technisch vorausgingen, 

wurden im gleichen 3D Kollagenmodell wie hier für Melanomexplantate 

auswandernde Zellcluster bei Primärexplantaten von oralen Plattenepithel-

karzinomen, einem Rhabdomyosarkom und Mammakarzinomen (Friedl et al. 

1995; Muradali, 1996) beobachtet. Bei diesen Arbeiten wurde auf einer nähere 

Untersuchung der zellulären Zusammensetzung der auswandernden Cluster 

verzichtet. In der hier vorliegenden Arbeit wurde diese wichtige Frage nach der 

zellulären Zusammensetzung mit Hilfe von konfokaler Immunfluoreszenz-

mikroskopie untersucht. Dabei wurde postuliert, dass es sich bei Zellen melano-

zytären Ursprungs, die aus einem Melanomexplantat auswandern, um maligne 

Zellen handelt. Durch den Nachweis von Gp100 als Marker für melanozytäre 

Zellen gelang hier zum ersten Mal die Darstellung der melanozytären Herkunft 

zumindest einiger Zellen innerhalb eines Clusters. Gp100 ist in der großen 

Mehrzahl von Melanomen zumindest fokal exprimiert und Positivität findet sich 

auch in fetalen Melanozyten, darstellbar durch Färbung mit mAk HMB45. 

Dagegen sind normale adulte Melanozyten und zahlreiche Arten von Naevi 

Gp100 negativ (Gown et al., 1986), so dass Gp100-Positivität in auswan-

dernden Zellclustern einen starken Hinweis auf migrierende Melanomzellen 

darstellt.  

Durch die Einbettung der Primärexplantate in Kollagengele und die geringe 

Größe der auswandernden Cluster war in diesem Modell eine histologische 

Aufarbeitung für klassische zytomorphologische Malignitätskriterien nicht 

möglich. In zukünftigen Studien wäre ein direkter Malignitätsnachweis durch 

genomische Analyse z.B. für die in ca. 60% der Melanome vorkommenden B-

RAF Mutationen (Chapman et al., 2011) oder auch Subkultivierung ausgewan-

derter Zellcluster und Etablierung von Zelllinien für funktionelle Untersuchungen 

vorstellbar. 
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2.2 Multizelluläre Migration als universelles Phänomen der 

Tumorinvasion  

 

In vitro findet man kollektive Zellmigration sowohl bei Tumoren epithelialen als 

auch mesenchymalen Ursprungs (Friedl et al., 1995, Nabeshima et al., 1998; 

Gagglioli et al., 2007). Melanome stehen mit ihrem neuroektodermalen 

Ursprung als nicht epitheliale solide Tumoren außerhalb der klassischen 

Einteilung (Karzinome, Sarkome, Teratome) und bilden daher als sogenannte 

melanozytäre Tumore eine eigene Kategorie in der WHO Klassifikation von 

Hauttumoren (LeBoit et al., 2005). Mit dem Nachweis von wandernden 

Zellclustern beim Melanom ergibt sich ein weiterer Hinweis, dass kollektive 

Migration ein universelles Phänomen der Tumorinvasion darstellt.  

Während der frühesten Embryogenese können die Vorläuferzellen der Melano-

zyten aus der Neuralleiste zu ihrem peripheren Ort der Differenzierung multi-

zellulär, aber auch im kollektiven Verband auswandern (Trinkaus, 1988; 

Theveneau und Mayor, 2011). Im Falle epidermaler Melanozyten verteilen sich 

die Neuralleistenzellen anschließend in der Epidermis als verstreute Einzel-

zellen. Die beobachteten Cluster bei Melanomprimärexplantaten lassen sich in 

diesem Zusammenhang als ein Beispiel für die Wiederbelebung eines embryo-

nalen Bewegungsmusters während der Onkogenese interpretieren.  

 

2.3 Matrixremodelling bei Clustern – Parallelen und Unterschiede 

zur Einzelzellmigration  

 

Kollektive Zellmigration geht wie die haptokinetische Wanderung von Einzel-

zellen in 3D Modellen mit einem Umbau der ECM einher. Ähnlich wie als 

Einzelzellen migrierende Fibroblasten oder mesenchymal wandernde Tumor-

zellen (Friedl et al., 1997) zeigten Zellen innerhalb migrierender Zellgruppen 

besonders ausgeprägt am führenden Pol multiple Membranausstülpungen an 

Kontaktstellen mit einzelnen Kollagenfasern, was zu einer bei Einzelzellen so 

nicht zu beobachtenden Verdichtung der Fasern zu stärkeren Bündeln führte. 

Zusammen mit der elongierten Form der Zellen und Zellkerne im führenden 

Ende der Cluster lässt dies auf die Entwicklung besonders starker Zugkräfte 



37 

schließen. Ein weiterer Hinweis auf starke Zugkräfte bei der Kultivierung von 

Melanomprimärexplantaten war die wiederholt auftretende Kontraktion der 

Kollagengele zum zentral eingebetteten Tumor hin, sodass sich die Gele 

teilweise komplett vom gläsernen Untergrund lösten und verdichtet wurden. Es 

ist vorstellbar, dass in vivo solche starken Zugkräfte für die Bewegung der 

größeren, kollektiven Zellmasse nötig sind und in der Umgebung eines Tumors 

auch zur Öffnung von ECM Lücken beitragen, durch die Tumorzellen einzeln 

oder kollektiv die Umgebung invadieren können. Wie bei der Einzelzellwan-

derung sind Aktin und Myosin auch bei kollektiver Zellmigration die kraftgenerie-

renden Komponenten mit einer longitudinalen Organisation des filamentösen 

Aktins innerhalb von Zellclustern über mehrere Zellgrenzen hinweg (Tusch, 

2003). Das Kontraktilität vermittelnde Myosin hingegen findet sich vor allem an 

den Rändern der Cluster mit Kontakt zur ECM, ist jedoch an Zell-Zell-Grenzen 

innerhalb der Gruppe herunterreguliert (Hidalgo-Carcedo et al. 2011). Dies legt 

nahe, dass während der kollektiven Zellmigration die Funktion des Aktin-

Zytoskeletts sowohl innerhalb jeder Einzellzelle als auch über mehrere Zell-

grenzen hinweg suprazellulär, differenziell organisiert ist. 

Neben der hier gezeigten Aktin-vermittelten Zugkräfte erfolgt während der 

kollektiven Invasion weiterhin ein struktureller Umbau der ECM mittels 

proteolytischer Aktivität. Im Spheroidinvasionsmodell mit Fibrosarkom- und 

Brustkrebszelllinen als Ersatz für ein Primärexplantat zeigen beide Zelltypen 

kollektive Invasion mit Zellsträngen aus bis zu vier Zellen nebeneinander und 

Matrixdefekte bis zu 80 µm Breite, begrenzt von stark verdichtetem Kollagen  

(„macropatterning“) (Wolf et al., 2007). Dabei wird Membrantyp-1-MMP (MT1-

MMP) fokal zusammen mit β1 Integrinen und Kollagenfasern exprimiert und 

eine Hemmung der MMPs durch Proteaseinhibitoren verhindert die Ausbildung 

von kollektiven Invasionszonen (Wolf et al., 2007). In den hier gezeigten 

Versuchen an Primärexplantaten wurde aufgrund der geringen Kontrollier-

barkeit zwischen verschiedenen Tumorproben auf eine Inhibition von MMPs 

verzichtet. Die Primärexplantate zeigten jedoch häufig Zonen strukturellen 

Umbaus, vereinbar mit der Aktivität von MMPs. Denkbare Experimente zu 

diesem Thema wären z.B. Messungen von MMPs im Überstand von 

Primärexplantatkulturen mit und ohne Lysehöfe sowie von normaler Haut. 
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Neben MT1-MMP ist beim Melanom Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2) von 

Interesse, die von MT1-MMP aktiviert wird und deren Expressionsstärke in 

Primärmelanomen zusammen mit Ki67 mit der Metastasierungstendenz und 

dem Gesamtüberleben korreliert (Väisänen et al., 2011).  

Die in dieser Arbeit verwendete Kollagenmatrix war deutlich weniger dicht und 

lockerer texturiert, als für humane Dermis zu erwarten wäre (Wolf et al., 2009), 

sodass kollektive Zellmigration in vivo aufgrund der dichten Gewebsbarrieren 

wahrscheinlich obligat proteolytisch erfolgt. Neben einem proteolytischen 

Umbau durch den größere Lücken entstehen, ist auch eine Tumorinvasion 

entlang Gewebespalten und der lockeren Bindegewebsscheide um Gefäß-

nervenbündel nicht nur durch Proliferationsdruck auf das Gewebe (Gray et al., 

2010; Friedl und Alexander, 2011), sondern auch in Form von aktiver kollektiver 

Zellwanderung denkbar (Gaggioli et al., 2007, Friedl und Gilmour, 2009).  

Der morphologisch ähnliche, aber deutlich stärkere Umbau der ECM während 

kollektiver Zellmigration wird vermutlich ähnlich reguliert wie bei haptokinetisch 

wandernden Einzelzellen, wobei diese Umbaumechanismen auf bisher 

ungeklärte Weise über mehrere Zellen hinweg koordiniert werden müssen.  

 

2.4 Die Geschwindigkeit haptokinetischer Zellwanderung von 

Zellclustern und Einzelzellen  

 

Zahlreiche Experimente zur Zellmigration, z.B. in einer Boyden-Kammer, 

messen keine Geschwindigkeit, sondern den Anteil von Einzelzellen an einer 

Gesamtpopulation, der sich über eine gewisse Entfernung bewegt. Mittels 

Zelltracking konnte für Primärkulturen die Geschwindigkeit von Cluster-

wanderung untersucht werden, die sowohl vom Zelltyp wie auch der Art des 

Substrats, Dimensionalität des Modells (2D versus 3D) und Dichte der ECM 

abhängt. Melanomcluster migrierten mit einer Mindestgeschwindigkeit von 0,5 

und Spitzenwerten von >2 µm/min. Dies ist vergleichbar mit Clustern aus oralen 

Plattenepithelkarzinomen, die bei einem sogenannten polaren Typ – im 

gleichen Modell wie in dieser Arbeit verwendet – durchschnittlich 0,58 µm/min 

erreichen (Friedl et al., 1995; Muradali, 1996). Die Größenordnung der 

Migrationsgeschwindigkeit in Melanomclustern ist vergleichbar mit Zellen in 
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anderen morphogenetischen oder invasiven Modellen. So wird bei der 

Wanderung von aus Hühnerembryonen gewonnenen Neuralleistenzellen in 3D 

Kollagengelen niedriger Dichte eine Geschwindigkeit um 1 µm/min und in Gelen 

höherer Dichte von 0,5 µm/min gemessen (Davis und Trinkaus, 1981). Auch die 

Geschwindigkeit von einzeln wandernden malignen Zellen wird durch eine 

erhöhte Kollagenkonzentration reduziert, so z.B. die von HT-1080 Fibrosarkom-

zellen in einem ansonsten mit dem in dieser Arbeit verwendeten identischen 

Modell (Wolf et al., 2007).  

Die bereits zuvor erwähnte haptokinetisch wandernde Melanomzelllinie MV3 ist 

wiederum im gleichen Kollagenmodell in ihrer Einzelzellmigration mit 

0,19 µm/min deutlich langsamer (Friedl et al., 1997). Die höhere Geschwindig-

keit der Cluster, die auf Grund ihrer Größe weniger Lücken in der ECM nutzen 

können, überraschte. Denkbar wäre hier eine starke proteolytische Aktivität 

durch Cluster. Ebenfalls möglich wäre ein spezifischer Effekt bei MV3 Zellen, 

wie z.B. ein erschwertes Loslassen am hinteren Ende der Zellen.  

Inwiefern die Geschwindigkeit kollektiver Zellmigration, neben Matrixdichte und 

Zytoskelettkontraktilität, auch von der Konzentration membranständiger 

Adhäsionsrezeptoren abhängt, die bei einem Gleichgewicht aus Adhäsion und 

Loslösung die höchste Geschwindigkeit erlauben (Palecek et al., 1997), sollte in 

weiterführenden Studien an definierten Zelllinien untersucht werden.  

 

2.5 Vermittlung der haptokinetischen Wanderung von Zellclustern 

durch 1 Integrin abhängige Zell-Matrix-Interaktionen  

 

Die bereits morphologisch auffallende Ähnlichkeit zum haptokinetischen Migra-

tionstyp von Einzelzellen bei der Migration von Clustern bestätigte sich auf 

funktioneller Ebene in der hier nachgewiesenen Abhängigkeit der Zell-Matrix-

Interaktionen von β1 Integrinen.  

β1 Integrine waren bei nativen Clustern an Pseudopodien am führenden Ende 

konzentriert und fokalisiert, passend zu fokalen Adhäsionen oder Kontakten; 

und auch nach Funktionsblockade war eine verringerte, doch persistierende 

Kolokalisation von ß1 Integrinen mit Kollagenfasern darstellbar. Wie auch bei 

oralen Plattenepithelkarzinomen (Muradali, 1996) hemmte eine Blockade von 
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β1 Integrinen die kollektive Zellwanderung von Melanomclustern in einer Typ I 

Kollagenmatrix vollständig. Die Rolle von Integrinen für die Invasion von 

Tumoren ist bisher nicht vollständig geklärt. In einem murinen in-vivo Modell der 

Brustkrebsentstehung hemmt die Blockade von β1 Integrinen die Invasion von 

prämalignen Brustepithelien in eine desmoplastisch veränderte ECM, und 

forciertes Integrinclustering fördert die Invasion (Levental et al., 2009). Die bei 

der Wanderung von größeren Zellgruppen auftretenden Scherkräfte könnten 

über Phosphorylation der Integrine durch fokale Adhäsionskinase und Akti-

vierung von Src die Affinität der Integrine für ihre Liganden in der ECM im Sinne 

eines inside-out-signaling stärken (Basson, 2008). Dabei ist die wahrscheinlich 

von einem intakten Zytoskelett abhängige Arbeitsweise des Integrin-vermittelten 

Sensing für externe Druck- und Scherkräfte, der den Aktivitätszustand der 

Kinasen beeinflusst, noch unklar.  

Im Modell primärer Melanomexplantate ist die Funktion von β1 Integrinen 

komplex. Neben der Interaktion mit ECM verstärken sie direkt oder indirekt Zell-

Zell-Interaktionen und tragen damit erheblich zum Zusammenhalt der Gruppe 

bei (Tusch, 2003). Nach Blockade von β1 Integrinen lösten sich zahlreiche 

Einzelzellen von Clustern ab und nahmen, anders als haptokinetisch 

wandernde Einzelzellen, keine spindelige Form mehr an, sondern migrierten als 

rundliche, amöboide Zellen mit viel geringerer Persistenz vom nunmehr immo-

bilisierten Cluster weg. Ein ähnliches Phänomen zeigt sich bei der Wanderung 

von MV3 Melanomzellen, bei denen die wandernde Population nach Blockade 

von β1 Integrinen deutlich langsamer wird und die Zellen von der spindeligen in 

eine abgerundete, amöboide Migrationsform übergehen (Daryab, 2010; Maaser 

et al., 1999).  

Somit sind β1 Integrine sowohl für die mesenchymale Einzelzellmigration wie 

auch die kollektive Migration in 3D Kollagenmatrices essentiell für eine starke 

Kraftentwicklung. Insbesondere für die kollektive Zellmigration könnte diese 

Zugkraft erforderlich sein, um eine größere Gruppe, bei der die Zellen im 

Zentrum kaum mit der ECM interagieren, geschlossen zu bewegen.  
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3. Zelluläre Heterogenität in migrierenden Clustern – 

konzeptionelle Bedeutung für die Invasion von Tumorzellen  

 

3.1 Strukturelle Heterogenität  
 
Neben den Tumorzellen selbst tragen Zellen des reaktiven Stromas zur 

Tumorprogression und Heterogenität der Tumorbiologie bei. (Chaffer und 

Weinberg, 2011). Neben Endothelzellen, Perizyten, und Fibroblasten sind auch 

aus dem Knochenmark rekrutierte Stromazellen, unter ihnen Makrophagen, 

neutrophile Granulozyten, Mastzellen und mesenchymale Stammzellen für die 

progressionsfördernde Freisetzung aktivierender Zytokine, den Umbau 

extrazellulärer Matrix und die vaskuläre Versorgung des Tumors funktionell von 

Bedeutung (Joyce und Pollard, 2009).  

In dieser Arbeit fanden sich Hinweise, dass Cluster aus primären Melanom-

explantaten aus verschiedenen Zelltypen zusammengesetzt sein könnten und 

neben Zellen des malignen Klons auch nicht-maligne Zellen enthalten könnten. 

Die fokale Positivität für Gp100 könnte in einem epithelialen oder mesenchy-

malen Ursprung der Gp100-negativen Zellen begründet sein, so dass eine 

heterogene Zusammensetzung aus malignen und nicht malignen Zellen nicht 

auszuschließen ist. Auch die differentielle Expression von 1 Integrinen könnte 

durch zelluläre Heterogenität bedingt sein.  

Bei aus verschiedenen Zelltypen zusammengesetzten Clustern ist eine 

Arbeitsteilung bei der Invasion und Migration denkbar. Ein besonders eindrück-

liches Beispiel für eine solche Kooperation mit stromalen Zellen sind Versuche 

zur Invasion einer 3D Matrix durch orale Plattenepithelkarzinomzellen, die 

sowohl in Einzelzell- als auch in einer Art Gänsemarschformation bis hin zu 

kollektiver Invasion durch Zellstränge ablaufen kann und von Fibroblastenakti-

vität abhängt (Gaggioli et al., 2007). Dabei bilden Fibroblasten das führende 

Ende eines Zellstranges, in dem Plattenepithelkarzinomzellen oft unter 

Aufrechterhaltung ihrer Zell-Zell-Adhäsionen folgen. Das Remodelling der 

Matrix mit der Schaffung von Gängen ist von der Expression von α3, α5 und 

β1 Integrinen sowie von MMPs in Fibroblasten abhängig (Gaggioli et al., 2007). 

Neben Fibroblasten können auch Makrophagen und Endothelzellen durch 
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parakrine Signalwege eine invasive Nische bilden, die wahrscheinlich zur 

verstärkten Aktivierung und Disseminierung maligner Zellen beiträgt (Joyce und 

Pollard, 2009), vergleichbar zur Rolle von Fibroblasten.  

In den in dieser Arbeit verwendeten Primärexplantatkulturen wurden neben aus 

dem Primärtumor auswandernden Zellgruppen auch spindelförmige 

Einzelzellen gesehen, sodass lichtmikroskopisch nicht eindeutig entschieden 

werden konnte, ob Tumorzellen und Fibroblasten für die beobachtete kollektive 

Invasion kooperierten. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz und 

Konfokalmikroskopie sollte in zukünftigen Experimenten eine Unterscheidung 

beider Zelltypen durchgeführt werden, um den Beitrag von Stromazellen für die 

Zellgruppenwanderung im Primärkulturmodell zu vertiefen.  

 

3.2 Funktionelle Heterogenität – Beitrag zur Polarität von Zell-

Matrix-Interaktionen  

 

Ein großer Unterschied zwischen der Wanderung von einzelnen Zellen und 

kollektiver Wanderung liegt in einer migratorisch besonders aktiven Unter-

gruppe am führenden Ende eines Clusters, die zu einer funktionellen Asym-

metrie zwischen vorderem und hinterem Gruppenende beiträgt. Allein durch die 

Lage am vorderen Ende entsteht eine Polarität der führenden Zellen. Sie haben 

– im Gegensatz zu Zellen in der Mitte und an den Seiten der Gruppe – vorn und 

je nach Größe der Gruppe auch an den Seiten Kontakt zur ECM und nur 

begrenzt Kontakt zu anderen Zellen (Rorth, 2009).  

Diese funktionelle Polarität kommt in der präferentiellen Expression von für die 

Zell-Matrix-Interaktion wichtigen Proteinen in führenden Zellen zum Ausdruck. 

Neben der in dieser Arbeit beschriebenen Expression von β1 Integrinen am 

vorderen Ende zeigt sich bei der Kohortenmigration von kolorektalen 

Adenokarzinomzellen ein polarisiertes Expressionsmuster von MMP-2 und 

MMP-14, das auf die Zellen der Vorderfront beschränkt ist (Nabeshima et al., 

2000). Bei der kollektiven Wanderung der sogenannten „border cells“ bei der 

Oogenese in Drosophila melanogaster wird frontal die stärkste Expression des 

„guidance receptor“ PVR (PDGF/VEGF Rezeptor) gefunden; eine membran-



43 

ständige Rezeptortyrosinkinase, die chemotaktische Migration reguliert 

(Janssens et al., 2010).  

Es ist zur Zeit noch unklar, inwieweit Zellen die Führung einer Gruppe über-

nehmen, weil sie dafür die nötigen Proteine exprimieren, oder ob vielmehr 

Signale von außen erst zu einer Hochregulation in einmal etablierten „leader 

cells“ führen. Zumindest in einigen Beispielen von kollektiver Migration während 

der Embryogenese ist die Führungsfunktion nur ein temporärer Zustand, der bei 

sich ändernden äußeren Bedingungen auch von andern Zellen in der Gruppe 

eingenommen werden kann (Rorth, 2009).  

 

4. Der Übergang von kollektiver haptokinetischer zu amöboider 

Zellwanderung – ein Beispiel für die Plastizität von Zellmigration 

als Ausweichstrategie maligner Neoplasien  

 

Das älteste etablierte Konzept einer Invasionsstrategie ist die zunächst in der 

Embryologie beschriebene und dann später auf Tumore übertragene soge-

nannte epitheliale-zu-mesenchymale Transition (EMT) (Thiery, 2002). Dabei 

werden Zell-Zell-Adhäsionsmoleküle, allen voran E-Cadherin herunter- und 

Integrine, MMPs und weitere promigratorische Proteine aufreguliert (Thiery et 

al., 2009). Während oder nach EMT lösen sich so aktivierte Zellen aus dem 

epithelialen Verband, nehmen eine Fibroblasten-ähnliche Form an und wandern 

haptokinetischen Prinzipien folgend durch die ECM. Dieser Prozess wird nicht 

als eine Einbahnstraße gesehen, sondern man vermutet eine mesenchymale-

zu-epitheliale Transition (MET) der Zellen am Zielort, an dem sie wieder einen 

epithelialen Verband ausbilden können. Man geht zunehmend davon aus, dass 

diese Transition nicht nach einem Alles-oder-Nichts-Schaltermodell ablaufen 

muss, sondern dass Übergänge existieren (Chaffer und Weinberg, 2011). Im 

Rahmen einer teilweisen EMT unter Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Adhäsionen 

könnte kollektive Invasion stattfinden, bei der z.B. besonders replikative 

epitheliale Zellen „im Schlepptau“ von mesenchymal migrierenden Zellen wan-

dern, ähnlich der von Fibroblasten-geförderten Invasion (Gagglioli et al., 2007).  

Für die Einzellzellmigration wurden für Melanomzellen Übergänge zwischen 

mesenchymaler und Lymphozyten-ähnlicher amöboider Migration beschrieben, 
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die durch Blockade von β1 Integrinen (Maaser et al., 1999) oder knock-down 

der Aktin-regulierenden Rho-GTPase Rac1 hervorgerufen werden können 

(Sanz-Moreno und Marshall, 2009). Auch bei epithelialen und mesenchymalen 

Tumorzelllinien wird eine solche Transition des Migrationstyps nach Exposition 

mit MMP-Inhibitoren beobachtet und als mesenchymale-zu-amöboide 

Transition (MAT) bezeichnet (Wolf et al., 2003).  

In dieser Arbeit wurde ein kollektiver Migrationsmodus beschrieben, der wie bei 

haptokinetischer Migration von Einzelzellen von Zell-Matrix-Interaktionen in 

Form von β1 Integrinen abhing. Nach Blockade dieser Interaktionen wurde ein 

Übergang auch hier vergleichbar mit der Einzelzellwanderung zu amöboider 

Migration beobachtet im Sinne einer kollektiv-zu-amöboiden Transition (CAT 

oder KAT; Abb. 12). Dieses Phänomen wurde auch in einem vergleichbaren 

Modell für Fibrosarkomzellen und Mammakarzinomzellen in Tumorzellsphäroid-

Kulturen nachvollzogen (Wolf et al., 2007). Auch für diese Transition gibt es ein 

Beispiel in umgekehrter Richtung. Der einzelzellig migrierende Schleimpilz 

Dictyostelium discoideum geht bei Nahrungsmangel von der amöboiden in eine 

multizelluläre Lebensform über, die auch zur Wanderung befähigt ist 

(Devreotes, 1989).  

Aufgrund der molekularen Regulation mit sekundärer Plastizität der Zellmigra-

tion wurde der Übergang von kollektiver Zellwanderung in amöboide 

Einzellzellbewegung (CAT) im Multiparameter-Modell integriert (Friedl und Wolf, 

2009b). Diese Plastizität in der Tumorzellinvasion und -migration in vitro hat 

wahrscheinlich Bedeutung in vivo, sowohl für die initiale primäre Invasion wie 

auch fortgesetzte sekundäre Metastasierung fortgeschrittener Tumoren. So 

könnte der Übergang in amöboide Migration erklären, warum unter Therapie mit 

MMP Inhibitoren, in die nach Entdeckung der MMPs große Hoffnungen gesetzt 

wurden, in klinischen Studien fortgesetzt neue Metastasen auftreten können. 

Eine mechanistisch anders geartete Anpassungsreaktion wurde für die Anti-

Angioneogenesetherapie beschrieben. Humane kolorektale Karzinomzelllinien, 

die durch monatelange Kultivierung in mit dem anti-VEGF mAk Bevacizumab 

konditioniert worden waren, entwickeln in vitro als auch in Mausmodellen eine 

größere Migrationsaktivität und Metastasierungstendenz (Fan et al., 2011). 

Zukünftige Forschung muss klären, welche natürlich vorkommenden Faktoren 
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die Plastizität in Tumoren kontrollieren, insbesondere Dimensionalität und 

Textur der ECM, Adhäsionsmoleküle und Zytoskelettaktivität sowie 

Wachstumsfaktoren und Zytokine. (Friedl und Wolf, 2009b).  

Ein tieferes mechanistisches Verständnis der verschiedenen Migrationstypen 

und ihren Signalwegen bei der Tumorinvasion sowie ihren Ausweichstrategien 

wird nötig sein, um in Zukunft Metastasierungsprozesse bei Tumorpatienten 

therapeutisch angehen zu können.  

RhoA↑
β1 Integrin ↓
MMP ↓

Rac↑
β1 Integrin ↑
MMP ↑

E-Cadherin ↓
N-Cadherin↑
Rac↑
Rho ↓

mesenchymal

kollektiv

amöboid

Abbildung 12: Plastizität von Zellmigration: Kollektive-zu-amöboide Transition. Kollektiv 
wandernde Zellen können ihr Wanderungsverhalten den Umgebungsbedingungen anpassen 
und nach Lösung von Zell-Zell-Kontakten als Einzelzellen sowohl eine mesenchymale als auch 
amöboide Migrationsstrategie annehmen (mit freundlicher Genehmigung von Elsevier aus Friedl 
und Alexander, 2011).  

 

5. Ausblick  
 
Die in dieser Arbeit mittels eines in vitro Kulturmodells dargestellte kollektive 

Zellwanderung und Plastizität in den Migrationsstrategien wirft wichtige Fragen 

für zukünftige Untersuchungen zur Kooperation von Tumorzellen und 

suprazellulären Organisation von Tumoren als eigenständige Gewebe auf 

(Bidard et al., 2008). Dabei trägt kollektive Zellwanderung möglicherweise nicht 

nur zur Dissemination primär nicht-invasiver Zellen bei, sondern es ist auch 

denkbar, dass Zellen in der Mitte einer Gruppe durch adherens und tight 

junctions vor anflutenden Zytostatika und Attacken der immunologischen 
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Tumorabwehr geschützt sind (Christiansen und Rajasekaran, 2006; Tusch, 

2003). Hierzu sind neben vertiefenden in vitro Untersuchungen vornehmlich 

auch in vivo Studien in Tiermodellen notwendig. Ein vielversprechender Ansatz 

hierfür ist die intravitale Multiphotonenmikroskopie im Hautfaltenmodell in 

Balb/c-Mäusen, in dem erstmals in vivo kollektive Invasion von HT1080 Fibro-

sarkomzellen gezeigt werden konnte (Alexander et al., 2008). Von großem 

Interesse ist wie Zell-Matrix-Interaktionen von Tumorzellgruppen reguliert 

werden, welche Rolle Proteolyse für den kollektiven Invasionsprozess spielt und 

ob bestimmte Gewebsrouten zu einer bestimmten Invasionsform führen (Friedl 

und Wolf, 2008). Daneben gilt es, die den Zusammenhalt und mögliche 

Kommunikation innerhalb der Gruppe vermittelnden Zell-Zell-Kontakte und 

deren Bedeutung für die Antwort auf Chemo- und Strahlentherapie zu unter-

suchen. Um die Interaktionen von Tumorzellen, Stromazellen und ECM sowie 

humorale und metabolische Einflüsse aus dem Organismus während Invasion 

und Migration eines Tumors zu verstehen, sind neue, systembiologische 

Ansätze nötig, die die einzelnen zell- und molekularbiologischen Aspekte zu 

einem Gesamtbild integrieren können (Joyce und Pollard, 2009). Auf solch 

einer Grundlage könnten neben Proliferation und Angioneogenese die 

Signalwege der Regulation von Migrationsstrategien maligner Tumore in 

zukünftige Therapiekonzepte Eingang finden.  
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Zusammenfassung  

 

Zellmigration ist essentiell für die Invasion und Metastasierung maligner 

Tumore. Neben der Bewegung von Einzelzellen zeigen Tumore sowohl epithe-

lialen als auch mesenchymalen Ursprungs auch kollektive Migration und 

Invasion multizellulärer Zellverbände, die sich unter Beibehaltung von Zell-Zell-

Adhäsionen koordiniert als Gruppe bewegen.  

Ziel der Arbeit war, primäre humane Melanomexplantate mittels 

organotypischer Kultur in 3D Kollagenmatrices einzusetzen, um mittels Zeit-

raffermikroskopie und experimentellen Blockadestrategien die zellulären und 

molekularen Grundlagen kollektiver Migration darzustellen, insbesondere die 

Bedeutung von Zell-Matrix-Interaktionen und Integrinen.  

In 3D Explantatkulturen bildeten primäre Melanomexplantate reproduzierbar 

Invasionszonen und sich ablösende und kollektiv wandernde Zellcluster aus. 

Diese zeichneten sich durch eine ausgeprägte Polarität mit motiler Vorderfront 

mit zugartig reorientierten Kollagenfasern und nachgezogenem hinteren Teil der 

Gruppen aus, vergleichbar der Asymmetrie haptokinetisch migrierender 

Fibroblasten. β1 Integrine zeigten ein heterogenes Verteilungsmuster mit 

Fokalisierung an Zell-Matrix-Interaktionen vor allem an der Vorderfront und 

linearer Anordnung entlang der Zell-Zell-Grenzen. Adhäsionsblockierende anti- 

β1 Integrin-Antikörper bewirkten nahezu vollständige Hemmung der kollektiven 

Migration,  mit Verlust der Zellgruppenpolarität und Migrationspersistenz. Nach 

Integrinblockade zerfielen Zellverbände infolge Loslösung von Einzelzellen, die 

sich mittels β1 Integrin-unabhängiger, amöboider Migration durch die 

Kollagenmatrix bewegten.  

Der Übergang von β1 Integrin-abhängiger, kollektiver Migration zu amöboider 

Einzelzellwanderung (kollektiv-amöboide Transition) ist ein Beispiel für die 

Plastizität von Tumorzellwanderung, die in Anpassung an das Milieu einen 

Wechsel der Migrationsstrategie erlaubt. Die Plastizität der Tumorzellmigration 

muss bei der Entwicklung therapeutischer Konzepte, die auf Hemmung von 

Tumorinvasion und -metastasierung abzielen, berücksichtigt werden.  
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