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1. Einleitung

Zellmigration spielt eine bedeutende Rolle bei physiologischen und pathologischen
Prozessen wie z.B. Embryogenese, Angiogenese, Wundheilung, Immunantwort und
Entziindungserkrankungen. Dariiber hinaus erfolgt eine unregulierte, pathologische
Form der Zellmigration im Rahmen von Krebserkrankungen. Hier ist die aktive
Wanderung von Tumorzellen in das umgebende Gewebe Voraussetzung sowohl fiir
lokale Invasion als auch fiir die systemische Metastasierung (Strauli und Haemmerli,
1984; Lauffenburg und Horwitz, 1996). Tumorzellen wandern entweder als Einzelzellen
oder als Zellgruppen nach Ablésung vom Primértumor in das umliegende Gewebe
(Friedl et al., 2003).

Obwohl wesentliche molekulare Prozesse der Zellmigration inzwischen gut bekannt
sind, ist es bisher nicht zufriedenstellend gelungen, eine selektive Hemmung der
Migration von Tumorzellen zu erzielen. Daher ist es notwendig, zu untersuchen, ob die
Migration von Tumorzellen besondere Merkmale aufweist, die sie von nicht-
neoplastischen Zellen unterscheidet. Ein Teilaspekt ist hierbei, ob es ,die*
Tumorzellmigration, d.h. eine standardisierbare Morphologie und Migrationstrategie
gibt, die sich als Zielstruktur fiir die Pharmakotherapie eignen konnte. Diese Fragen
wurden im Rahmen dieser Arbeit am Modell der Morphologie und Funktion des

Aktinzytoskeletts in malignen Melanomzellen untersucht.

1.1. Das maligne Melanom — Beispiel eines hochinvasiven metastasierenden
Tumors

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Tumor mit einer ausgepriagten Neigung zu
frither Invasion und Mestastasierung. 50 % der malignen Melanome entstehen de Novo
auf normaler Haut, 30 % entwickeln sich aus einem atypischen Névus und 20 % aus
einem angeborenen Muttermal (kongenitaler Ndvus). Das maligne Melanom wird je
nach Wachstumsverhalten, Tumorprogression, Altersgipfel und Lokalisation in 4
Klassen eingeteilt: a) oberfldchlich—spreitendes Melanom, b) Lentigo-maligna
Melanom, c¢) noduldres Melanom, d) akral-lentigindses Melanom. Thnen allen
gemeinsam ist zuerst ein oberflachliches, horizontales, intraepidermales Wachstum, das
je nach Melanomtyp unterschiedlich schnell in ein vertikales, invasives Wachstum bis

in die tiefe Dermis und Subkutis iibergeht. Die Metastasierung erfolgt lymphogen in die



lokoregiondren Lymphknoten und hdmatogen in entfernte Organe wie Lunge, Leber,
Gehirn, Haut und Knochen (Langley et al., 1998).

Fiir die Prognose sind neben der Lokalisation die Tumordicke und Metastasierungsrate
entscheidend. Die Zehn-Jahres-Uberlebensrate betrigt im Stadium I bei einer
Tumordicke bis 1,5 mm 97 %, im Stadium II bei einer Tumordicke bis 4 mm 30-70 %,
im Stadium III mit regionalen Lymphknoten- oder In-Transit-Metastasen 19-28 % und
im Stadium IV mit Fernmetastasen 3 % (Fitzpatrick et al., 1997). Die Behandlung
erfordert eine frithzeitige chirurgische Exzision des Primartumors bis zur Muskelfaszie
und einem abgestuften lateralen Sicherheitsabstand, Darstellung und Biopsie des
Waichterlymphknotens, gegebenenfalls die Entfernung regionaler Lymphknoten sowie
Chemo- bzw. Immuntherapie (Interdisziplinédre Leitlinien, Malignes Melanom 2007).
Der metastatischen Dissemination von Tumorzellen liegt eine Ablésung von einzelnen
Tumorzellen oder Zellgruppen aus dem primiren Gewebeverband zugrunde, die aktiv in
das umliegende Gewebe einwandern (Hanahan und Weinberg, 2000; Lauffenburg und
Horwitz, 1996; Strauli und Haemmerli, 1984). Die Migration von Tumorzellen erfordert
sowohl proteolytische Eigenschaften (Wolf et al., 2003; Bausbaum et al., 1999) als auch
die adhisive Interaktion der Tumorzellen mit der extrazelluliren Matrix, vermittelt

durch ein dynamisches Aktinzytoskelett.

1.2. Bedeutung des Aktinzytoskeletts fiir die Zellmigration

Das Zytoskelett eukaryontischer Zellen besteht aus Aktin, Mikrotubuli und
Intermedidrfilamenten. Das Aktinzytoskelett spielt eine wichtige Rolle fiir die
Formgebung der Zelle und fiir die Zellmigration (Small et al., 1994 a, 1994 b;
Lauffenburg und Horwitz, 1996; Mitchison und Cramer, 1996). Die Dynamik und
Kraftentfaltung des Aktinzytoskelett wird hierbei durch einen Zyklus aus
Polymerisation zu Aktinfilamenten und deren Depolymerisation aufrechterhalten

(Pollard and Higgs, 2001; Pollard and Borisy, 2003).

1.2.1. Grundlagen der Aktinpolymerisation und Depolymerisation

Grundbaustein des Aktinzytoskeletts ist das monomere G-Aktin, das in einer Head-to-
Tail-Richtung zu helikalen F-Aktinfilamenten polymerisiert (Wegner et al., 1976;
Pollard und Moosejer, 1981; Holmes et al., 1990). Viele Zellen besitzen einen groflen



Pool an G-Aktin, der ihnen in Antwort auf Umgebungsreize eine schnelle
Reorganisation des Aktinzytoskeletts ermoglicht. G-Aktin liegt zunidchst gebunden an
Thymosin im Zytosol der Zellen vor. Nach Bindung an Profilin, ein aktinbindendes
Transportprotein, werden die G-Aktin-Monomere zum Ort der Polymerisation
transportiert. Die Aktinpolymerisation beginnt mit der Aneinanderlagerung und
nachfolgender Verbindung dreier Aktinmonomere, katalysiert durch den Arp2/3-
Komplex (Arp = actin related proteins), ein membrannaher Signalkomplex, der durch
Aktivierung von Rezeptoren fiir Chemokine oder Wachstumsfaktoren aktiviert wird.
Weitere Aktinmonomere werden am Plusende der wachsenden Aktinfilamente mit
Unterstiitzung von Arp2/3 und VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein), ein
aktinbindendes Adaptorprotein, das Aktinmonomere interkalieren 14sst, angelagert, so
dass die Filamentlinge zunimmt. Am gegeniiberliegenden Minusende findet
gleichzeitig eine Depolymerisation, d.h. Ablosung einzelner G-Aktin Monomere und
stufenweiser Abbau des Aktinfilaments statt. Die Sequenz auf Polymerisation (an einem
Ende) und Depolymerisation (am anderen Ende) wird als ,,Treadmilling* bezeichnet.

Viele aktinbindende Proteine regulieren diesen Prozess (Tab. 1). Langer bestehende
Aktinfilamente werden von Cofilin durch seitliches Zerschneiden depolymerisiert, was
die Umsatzrate des Aktins erhoht. Polymerisierte Aktinfilamente formieren sich zu
parallelen Biindeln oder als gelartiges Netz durch den Einbau von Aktin-vernetzenden
Proteinen. Aktinfilamente werden an ihrer Seite durch a-Actinin zu einem lockeren
Verband und durch Fimbrin zu festen parallelen Biindeln und Stringen vernetzt. Durch
Fimbrin verbundene Aktinfilamente finden sich insbesondere in kurzen fingerformigen
Zellfortsétzen (,,Filopodien). Auf dhnliche Weise vernetzt Fascin parallele Aktinbiindel
miteinander. Die das gelartige Netz bildenden Aktinfilamente werden paarweise V-
formig durch Filamin verkniipft (Alberts et al., 2004; Pollard und Borisy, 2003).
Zwischen mit a-Actinin lose verbundenen Aktinfilamenten schiebt sich das
Motorprotein Myosin II, das eine feste Vernetzung und Verkiirzung paralleler Fasern

und so die Ausbildung kontraktiler Biindel ermdglicht, den sogenannten Stressfasern.



Tabelle 1: Biologische Funktion ausgewihlter aktinbindender Proteine

aktinbindendes Protein

Funktion

Thymosin

Speicherprotein fiir monomeres Aktin

Profilin

Transportprotein fiir monomeres Aktin

Arp2/3-Komplex

Unterstiitzung der Nukleation von

Aktinmonomeren
VASP Interkalieren von Aktinmonomeren an
Aktinfilamente
Fimbrin feste Verbindung paralleler Aktinfilamente
a-Actinin lose Verbindung paralleler Aktinfilamente
Filamin V-formige Verklammerung zweier
Aktinfilamente
Cofilin Zerschneiden der Aktinfilamente

Die Aktinpolymerisation und Depolymerisation konnen durch pharmakologische

Inhibitoren charakteristisch blockiert werden (Abb. 1). Cytochalasin D bindet an das

Plusende polymerisierter Aktinfilamente und verhindert so deren weitere

Polymerisation (Ballestrem et al., 1998). Latrunculin B bindet monomere

Aktinuntereinheiten und hemmt so die Neubildung von Aktinfilamenten (Morton et al.,

2000). Jasplakinolide und Phalloidin lagern sich an der Seite bestehender

Aktinfilamente an und stabilisieren diese, wodurch die Polymerisation gefordert und die

Depolymerisation unmdglich wird (Bubb et al., 1994; Bubb et al., 2000; Senderowicz et
al., 1995; Cooper et al., 1987; Dancker et al., 1975).




Aktinfilament

Cytochalasin D

Phalloidin
stabilisiert \ bindet an das
Aktinfilamente Plusende des
Aktinfilaments

Jasplakinolide

stabilisiert _ _
Aktinfilamente @ @ 0 ,, bindet an die
. ’ monomeren

Untereinheiten

Latrunculin B

Abbildung 1: Polymerisation und Depolymerisation der Aktinfilamente wird
durch Inhibitoren des Aktinzytoskeletts charakteristisch verhindert. +, Plusende; —,
Minusende; *, monomere Aktinuntereinheiten.

1.2.2. Aktin und Adhéasionskomplexe

In migrierenden Zellen wird das Aktinzytoskelett iiber Adapterproteine und
Adhésionsmolekiile der Integrinfamilie punktuell und tempordr an die extrazellulédre
Umgebung gekoppelt (Shouchun et al., 2000; Wehrle-Haller at al., 2003, Friedl and
Wolf, 2003).

Integrine sind transmembranidre Glykoproteine, die aus einer o- und einer (3-
Untereinheit bestehen. Sowohl die a- als auch die f-Untereinheit besitzt eine grof3e
globuldre extrazellulire Doméne, eine Transmembrandoméne und eine intrazelluldre,
zytosolische Schwanzregion (Alberts et al., 2004; Arroyo et al., 1992) Bisher sind 9
verschiedene f- und 14 a-Untereinheiten bekannt, die durch Kombination 20
verschiedene Integrinheterodimere bilden konnen (Alberts et al., 2004). Die
Kombination aus o- und p-Kette ist dabei entscheidend, welche Molekiile der
extrazelluldiren Umgebung bevorzugt gebunden werden. So binden z.B. a5p 1-Integrin
und a4p1-Integrin Fibronektin (Curkierman et al., 2001; Wu at al., 1992), a6p1-
Integrin und a4p1-Laminin (Hangan at al., 1997) und a2f1-Integrin fibrilldres Typ I
Kollagen (Maaser at al., 1999, Klein at al., 1991).

Neben der Bindung extrazelluldrer Liganden vermitteln Integrine die Signaltransduktion

zwischen extrazelluldrer Umgebung und Zellinnerem in beide Richtungen.



Intrazelluldre Signale, die z.B. durch den Einfluss von Chemokinen oder
Wachstumsfaktoren entstehen, bestimmen die Aktivitdt der Integrinbindung an die
extrazelluliren Molekiile (Hynes et al., 2000; Wehrle-Haller et al., 2003). Dies wird als
»In-Out-Signaling® bezeichnet. Das ,,Out-In-Signaling* dagegen beschreibt die
Erzeugung und Transduktion von Signalen in die Zelle nach Bindung der Integrine an
die extrazelluldren Liganden (Shouchun et al., 2000).

Als Integrin-bindende Adapterproteine vermitteln Signalproteine, wie z.B. fokale
Adhésionskinase (FAK), Phosphoinositolphosphate (PIP), kleine GTPasen (Rac, Cdc42,
Rho, Ras) die Signaltransduktion (Friedl und Wolf, 2003) wéhrend aktinbindende
Proteine, z.B. Vinculin, Paxillin, Talin und a-Actinin den zytoplasmatischen Teil der
Integrin B-Kette mit dem Aktinzytoskelett direkt oder indirekt verbinden, wiederum

reguliert durch Signalproteine (Shouhun et al., 2000, Friedl und Wolf, 2003).

1.2.3. Organisation des Aktinzytoskeletts in stationiren und wandernden Zellen

Abhéngig vom Funktionszustand der Zelle oder umschriebener Zonen innerhalb der
Zelle sind Aktinfilamente unterschiedlich und charakteristisch organisiert:

- Netzartig angeordnete Aktinfilamente, paarweise verbunden durch Filamin,
bestimmen direkt unter der Zellmembran als kortikales Aktin die Zellform, interagieren
mit Integrinen und Signalmolekiilen und kénnen schnell umgebaut werden.

- Ruffles sind kurzlebige Membranausstiilpungen, die filamentires Aktin enthalten und
an der Vorderfront der Zelle gebildet werden. Sie werden entweder wieder eingezogen
oder wachsen aus zu breiten Lamellipodien oder kurzen fingerférmigen Filopodien.

- Lamellipodien sind flache, breite, schleierartige Membranausstiilpungen, die
polymerisiertes Aktin enthalten und an der Vorderfront einer auf einer 2D planen
Oberfliche wandernden Zelle {iber das Substrat gleiten. Sie sind eine 2D-Variante der in
3D vorkommenden Pseudopodien (Friedl und Wolf, 2003).

- Filopodien sind fingerdhnliche langlebige dynamische Aktinausstiilpungen mit
parallelen Aktinfilamenten, quervernetzt durch Fascin (Pinkus et al., 2002), die z.B. in
dendritischen Zellen bis zu 50 um lang werden konnen, und auch bei Tumorzellen
vorkommen (Friedl und Wolf, 2003; Adams et al. 2001; Adams et al., 2002).

- Pseudopodien sind fingerdhnliche, polymerisiertes Aktin enthaltende

Membranausstiilpungen, die die Zelle ausstreckt und wieder einzieht. Sie sind dicker als



Filopodien. Sie werden als Invadopodien bezeichnet, wenn sie in die sie umgebende,
proteolytisch aufgeldste Matrix eindringen (Friedl und Wolf, 2003).

- Fokale Komplexe sind kleine punktférmige temporire Haftstrukturen der Zelle mit der
extrazelluliren Matrix, die Integrine, fokale Adhésionskinase (FAK) und Talin
enthalten. Sie interagieren mit dem diffusen filamentosen Aktinnetz, das sich in einer
hohen Umsatzrate befindet, konnen sich innerhalb von Sekunden bis Minuten wieder
auflosen oder stabilere fokale Kontakte (Synonym: fokale Adhdsionen) ausbilden.

- Fokale Adhisionen sind stabile Zell-Substrat-Interaktionen, die iiber Minuten und
Stunden persistieren und Integrine, FAK, Talin, Vinculin, Paxillin und bis zu 50 weitere
Proteine enthalten, die mit dem Aktinzytoskelett verbunden sind. Sie bieten somit
Ansatzpunkte fiir organisierte Aktinfilamente und somit fiir eine stabile Adhésion der
Zelle an die extrazelluldre Umgebung.

Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts hingen sowohl von der Ausprigung
fokaler Adhésionen als auch von der Umgebungsstruktur ab. Bei immobilen und
langsam wandernden Zellen auf 2D Substraten lagern sich Stressfasern aus parallelen
Aktinfilamenten zwischen rdumlich entfernte fokale Adhésionen. Sie ziehen durch das
Zytoplasma hindurch und bewirken eine weniger dynamische, kontraktile Verankerung
der Zelle auf dem Untergrund. Zu Beginn der Zellmigration bildet die Zelle auf 2D
Substraten eine breite flache Membranausstiilpung, eine Lamelle, die polymerisierte
Aktinfilamente enthilt. Darin eingelagert finden sich in unterschiedlicher Zahl und
Anordnung kleinere Pseudopodien, Filopodien und in einigen Zelltypen Dendriten
(Wehrle-Haller et al., 1998; Adams et al., 2001).

In 3D extrazelluldrer Matrix zeigt sich eine bipolare, spindelformige, mesenchymale
Zellform, die bisher vorwiegend bei Fibroblasten und Tumorzellen beobachtet wurde
(Friedl et al., 1998; Maaser et al., 1999). Bipolare Zellen sind nach Ausbildung eines
dicken Pseudopods an der Vorderfront und gleichzeitig am Hinterende stationir (Petroll
et al, 2003). Erst nach Ubergang in eine Spindelform mit einem dicken Pseudopod in
Migrationsrichtung kénnen sie wandern (Friedl und Brocker, 2000; Friedl und Wollf,
2003). Fibroblasten bilden zusétzlich in einer weitmaschigen 3D extrazelluldren
Umgebung eine dendritische Zellform aus (Grinnell et al., 2003).

Sowohl der Lamelle auf 2D als auch den Dendriten korrespondiert in kompakten 3D

Substraten eine zylindrische fingerdhnliche Ausstiilpung, die als Pseudopod bezeichnet



wird und sowohl ausgestreckt als auch wieder eingezogen werden kann. Trotz
gemeinsamer Mechanismen der Regulation des Aktinzytoskeletts in den Zellen
resultiert eine unterschiedliche Zellform in Abhéingigkeit von der Dichte der
extrazelluliren Matrix. Weiterhin scheinen Unterschiede in der Struktur des
Aktinzytoskeletts in Abhdngigkeit von der 2- bzw. 3-Dimensionalitidt der

Umgebungsstruktur vorzuliegen.

1.3. Die extrazellulire Matrix

Die Struktur zwischen den Zellen eines multizelluldiren Organismus wird als
extrazelluldre Matrix bezeichnet. Sie ermdglicht als mechanisches Geriist den
Zusammenhalt der Zellen, gibt Geweben und Organen ihre charakteristische Form und
Elastizitit und dient mit ihren interstitiellen fliissigen Bestandteilen als
Transportmedium von Nahrstoffen und 16slichen Signalmolekiilen, wie Hormone und
Zytokine. Die Bestandteile der extrazelluliren Matrix werden vorwiegend von
Bindegewebszellen, den Fibroblasten, aber auch von Zellen des jeweiligen Organs
selbst gebildet. Das Strukturprotein Kollagen ist neben Elastin, Proteoglykanen und
Fibronektin der Hauptbestandteil der extrazelluliren Matrix. Fibrillires Kollagen
interstitieller Gewebe wird von 5 verschieden modifizierten Kollagen-Monomeren
gebildet. Typ I-Kollagen ist Bestandteil von Haut, Knochen, Sehnen und Cornea; Typ
II-Kollagen bildet Knorpel, Bandscheiben und Glaskorper; Typ I1I-Kollagen findet sich
in fetaler Haut, Herz-Kreislauf-System und Retikulinfasern. Typ V-Kollagen bildet
Placenta und Haut. Heute sind 20 verschiedene Kollagene bekannt. Kollagen Typ I, 1II,
III, V und XI bilden Fibrillen (Alberts et al., 2004). Diese Kollagentypen unterscheiden
sich durch eine leichte Modifikation der o l- und a2-Polypeptidketten des
Tropokollagens sowie in ihrer Kombination zur Bildung des Tropokollagenmolekiils.
Die einheitliche Grundstruktur der Kollagenfaser ist jedoch immer das stabformige
Tropokollagenmolekiil, das aus 3 umeinander gewundenen helikalen Polypeptidketten
besteht. Die Kollagenfasern sind aus gestaffelt angeordneten Tropokollagenmonomeren
mit einem Zwischenraum von 40 nm aufgebaut und werden durch Quervernetzung
verstirkt. Vorstufe des Tropokollagenmolekiils ist das Prokollagenmolekiil, das von
Fibroblasten durch Polypeptidsynthese, Hydroxylierung, Glykosylierung und Bildung
der Tripelhelix hergestellt und sezerniert wird. Auflerhalb der Zelle wird Prokollagen



durch Abtrennung des aminoterminalen Propeptids und des carboxyterminalen
Propeptids in Tropokollagen umgewandelt. Durch Zusammenlagerung der
Tropokollagenmolekiile und anschlieBender Quervernetzung entstehen nahe der
Zelloberflache Kollagenfasern.

Diese Kollagenfasern bilden, zufillig angeordnet, ein dreidimensionales Netzwerk mit
verschieden grofen Liicken und bieten den Fibroblasten oder Immunzellen
Angriffspunkte bei der Passage der Gewebe und Organe (Friedl at al., 1998; Friedl et al.
2003). Die wandernden Zellen interagieren mit den Kollagenfasern, schliipfen durch die
Maschen hindurch oder deformieren die Matrix durch mechanische Ubertragung von
Kraft (Petroll et al., 2003) oder proteolytischen Umbau (Friedl und Wolf, 2003).
Weitere, fiir diese Arbeit nicht direkt relevante, jedoch in anderen Migrationsstudien
angewandte ECM-Molekiile sind folgend kurz erwéhnt. Elastin ist ein gummiartiges in
2 Dimensionen dehnbares Protein in elastischen Fasern, das in den meisten
Bindegeweben zusammen mit Kollagen und Polysacchariden vorkommt. Es ist
reichhaltig in Wanden von Blutgefden, im Aortenbogen und in Béandern vorhanden.
Die Grundsubstanz des Bindegewebes besteht aus Proteoglykanen, deren
Untereinheiten 95% Polysaccharide und 5% Proteine enthalten. Sie sind Polyanionen,
binden Wasser und Kationen und ermoglichen die viskoelastischen Eigenschaften von
Gelenken, die mechanischer Deformation ausgesetzt sind. Zu den wichtigsten
Glykosaminoglykanen, den Seitenketten der Proteoglykane, die als Aminozucker
entweder Glucosamin oder Galactosamin enthalten, gehdren Hyaluronat,
Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Heparansulfat und Heparin.

Fibronectin und Laminin sind adhésive Glykoproteine der extrazelluliren Matrix.
Fibronectin ermdglicht als Zelloberflaichenprotein die Wechselwirkungen der Zellen mit
der extrazelluldren Matrix und fordert durch gleichzeitige Bindung von Integrin mit der
Zellbindungsregion und Kollagen mit einer anderen Domidne desselben
Fibronectinmolekiils die Wanderung von Zellen und spielt eine entscheidende Rolle bei
der Bildung von Blutgerinnseln nach Reparatur verletzter Gewebe.

Die Mehrheit dieser ECM Proteine werden in monomerer oder polymerisierter Form fiir
Adhisions- und Migrationsstudien eingesetzt. Auf 2D Glasobjekttragern, die mit
Kollagen (Yamada et al., 1990.; Klein et al., 1991; Danen et al., 1993), Laminin
(Nakagawa et al., 2003), Hyaluronsdure (Thomas et al., 1992; Goebeler et al., 1996)



oder Fibronektin (Ballestrem et al., 1998) beschichtet sind, wurde die Wanderung
verschiedener Tumorzellen untersucht. Mit Komponenten der extrazelluldren Matrix
beschichtete 2D Oberfldchen bieten fiir in vitro Studien ein gutes Substrat, enthalten
jedoch nicht polymerisierte Liganden, so dass die Ubertragbarkeit auf in vivo
Situationen unklar ist. (Friedl und Brocker, 2000).

Um die 3D interstitielle Struktur zu beriicksichtigen, wurden Kollagenmatrices als
Substrat migrierender Lymphozyten (Friedl und Brocker, 2000; Friedl, Zénker, Brocker,
1998; Friedl, Noble, Zanker, 1993) und Tumorzellen (Friedl, Zénker, Brocker, 1998)
eingesetzt. Am Beispiel von B16/F1 GFP-Aktin Zellen soll in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss einer extrazelluldren Kollagenumgebung auf Zellmigration, Zellform und

der ihr zugrunde liegenden Aktinstruktur untersucht werden.

1.4. Grundlagen und Konzepte zur Zellmigration

Malignitdt und Invasivitdt von Tumorzellen im Organismus werden u.a. durch ihre
Féhigkeit zur aktiven Zellmigration verursacht und gefordert (Friedl und Wolf, 2003).
Einzeln wandernde Tumorzellen wurden in vitro auf 2D beschichteten Oberfldchen
sowie in 3D Substraten beobachtet und die zugrunde liegenden Mechanismen genauer
analysiert. Lauffenburger und Horwitz etablierten 1996 ein 3-Stufen-Modell zur
Migration von Tumorzellen auf 2D proteinbeschichteten Oberflichen (Lauffenburger
und Horwitz, 1996): (1) Der Integrin-vermittelten Kontaktaufnahme und Adhésion zum
Substrat folgt die Ausbildung fokaler Kontakte und Formierung von Filopodien,
Pseudopodien und Lamellen an der Vorderfront; (2) durch Aktin-vermittelte Spannung
innerhalb des Zellkorpers entsteht ein Zug zwischen Vorderfront und Hinterende der
Zelle, der (3) infolge Retraktion des Hinterendes zu einer ortlichen Auflésung bzw. zu
einem langsamen Gleiten fokaler Adhésionen fiihrt und den Zellkorper vorwérts bewegt
(Regen und Horwitz, 1992).

Fiir eine erfolgreiche Zellmigration ist eine zyklische Wiederholung dieser 3 Stufen
erforderlich. Optimale Migrationsraten werden bei einer mittleren Adhésionsstirke zum
Substrat erreicht (Huttenlocher et al., 1995), wéhrend hohe oder sehr niedrige
Substratkonzentrationen die Migrationseffizienz reduzieren. Dieses haptokinetische
Migrationsmodell auf 2D planen Oberflachen betont die Adhésion als Voraussetzung

und als den die Zellmigration limitierenden Faktor (Friedl und Brocker, 2000). Um die

10



Zellmigration in 3D Umgebungen besser abzubilden, erweiterten Friedl und Wolf dieses
fiir 2D Oberfldchen etablierte Modell zu einem 5-Schritt-Modell (Friedl und Wolf,
2003). Die Migration beginnt mit einer durch intrazellulire Aktinpolymerisation
verursachten Zellpolarisierung (1) mit der Extension von Membran-Ruffles oder
Pseudopodien, die die extrazelluldre Matrix beriihren und dadurch zur Bindung von
Integrinen fithren. Der so hergestellte Zell-Matrix-Kontakt bewirkt die Rekrutierung
weiterer Adhdsionsmolekiile, zytoplasmatischer Adapter- und Signalproteine, die sich
mit dem Aktinzytoskelett verbinden und eine lokale Aktinpolymerisation induzieren
(2). An den entstandenen fokalen Zell-Substrat-Interaktionen kommt es nachfolgend zur
Ansammlung von Oberflichenproteasen, sogenannten Matrixproteasen, die
angrenzende Proteine der extrazelluldren Matrix wie z.B. Kollagen proteolytisch spalten
und Platz fiir den Zellkorper schaffen (3). Wihrend und kurz nach der Integrin-Ligand-
Bindung verkniipfen sich die Aktinfilamente sowohl mit Adapterproteinen als auch mit
quervernetzenden und kontraktilen Proteinen wie Myosin II, das die polymerisierten
Aktinfilamente stabilisiert und kontraktiert (4). Die Verkiirzung der membrangebunden
Aktinfilamente erzeugt so eine lokale Zellkontraktion mit Retraktion des Hinterendes
und Vorwirtsbewegung des Zellkorpers einschlieBlich Zellkern in Richtung
Vorderfront (5). Dieser Mechanismus lduft bei der Zellmigration wie das
haptokinetische Migrationsmodell zyklisch und kontinuierlich ab, wobei auch hier die
Adhédsionsstirke der Zelle an den Kollagenfasern und ihre Interaktion mit den
Kollagenfasern die Migrationsgeschwindigkeit bestimmen (Friedl und Wolf, 2003).
Diese Form der Migration wurde fiir Fibroblasten und viele Tumorzellen beschrieben.
Sie fiihrt zu einer langlichen Zellform, Ab- und Umbau der extrazelluldren Matrix, und
wird als ,,mesenchymale* Migration bezeichnet. Petroll bestitigte die Schritte 1 und 2
dieses Migrationsmodels bei der Interaktion von Fibroblasten mit den Kollagenfasern,
jedoch ohne nachfolgende Zellmigration zu beobachten (Petroll et al., 2003; Petroll et
al., 2004).

Alle bisherigen Migrationsmodelle implizieren, dass eine Zelle ein spezifisches
Repertoire an Form und Zytoskelettdynamik mit sich bringt. Es ist jedoch unklar in
welchem AusmalB sich die Umgebungsstruktur instruktiv auf Form und Migrationsart

auswirkt.
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1.5. Das Griine-Fluoreszenz-Protein (GFP) als Marker molekularer Strukturen

Um molekulare Prozesse, wie Aktin Polymerisation und Depolymerisation in lebenden
Zellen direkt zu beobachten, werden seit einigen Jahren fluoreszente Fusionsproteine
eingesetzt. Das griine Fluoreszenzprotein GFP stammt aus der Qualle Aequoria victoria
und dient wegen seiner Fahigkeit nach Anregung griines Licht zu emittieren fiir eine
Vielzahl von Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion von Proteinen. Mit Hilfe
von GFP-Fusionsproteinen wurden z.B. Bestandteile des Zytoskeletts wie Myosin,
Coronin, Tubulin und Aktin (Wehrle-Haller et al., 1998) visualisiert, Sekretionswege
und Rezeptoren untersucht, z.B. die Sekretion von Vesikeln aus dem Golgi-Apparat.
Mittels Expression eines GFP-Aktin Fusionsproteins wurde die Bewegung von
kortikalem Aktin in Hefezellen (Doyle et al., 1996) oder die Aktindynamik bei der
Wanderung von Dictyostelium discoideum (Westphal at al., 1997) untersucht. 1998
gelang erstmals die Herstellung eines GFP-Aktin-Fusionsproteins, das in
Sdugetierzellen exprimiert wurde (Ballestrem und Wehrle-Haller, 1998; vgl. 2.2.).
Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) wurde mit humanem B-Aktin fusioniert,
und die kodierenden DNA- Sequenzen (human B-Aktin promotor, eGFP,
Linkersequenz, human B-Aktin) wurden in Form von Plasmiden in B16/F1
Mausmelanomzellen, 3T3 Fibroblasten und in CHO Hamsterovarzellen eingebracht.
Dieses Konstrukt, das von Zellen auf physiologischem Niveau exprimiert wurde,
ermdglichte die Visualisierung der Dynamik des Aktinzytoskeletts besonders bei der
Ausbildung der fiir die Zellmigration erforderlichen Aktinprotrusionen. Weder
Aktinpolymerisation noch Aktindepolymerisation wurden durch das eGFP-Konstrukt
beeintrachtigt (Wehrle-Haller et al., 1998).

Ballestrem und Wehrle-Haller fithrten ihre Aktinstudien vorwiegend auf
unphysiologischen, jedoch einfach zu handhabenden zweidimensionalen mit Laminin
und Fibronectin beschichteten Oberflichen durch (Wehrle-Haller et al., 1998;
Ballestrem et al., 2000). Diese adhdsiven Glykoproteine sind aber nur Minorbestandteile
der extrazelluldren Matrix in vivo, der Hauptbestanteil ist das Kollagen. Um bisherige
Erkenntnisse auf in vivo Situationen anwenden zu konnen, sollte daher im Rahmen
dieser Arbeit die Struktur des Aktinzytoskeletts in verschiedenen kollagenhaltigen

Umgebungen untersucht werden.
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1.6. Studien zur Kraftiibertragung durch Zellen auf die extrazellulire Umgebung

Es existieren Studien zu Geschwindigkeit und Mobilitit wandernder Tumorzellen auf
2D Substraten bzw. in 3D Umgebungen, analysiert mit Hilfe digitaler Zeitraffer-
Videomikroskopie und dem Computer assistierten Zelltracking (Friedl et al., 1993;
Friedl und Brocker, 2004).

Fiir die Darstellung der extrazelluldren Matrix (Friedl und Brocker, 2001) und der an
der Migration beteiligten molekularen Zellstrukturen mit dem Konfokalmikroskop
werden der Reflexionskontrast und die Immunfluoreszenz eingesetzt (Ballestrem and
Wehrle-Haller, 2000; Friedl at al., 2004).

Vereinzelt existieren Studien zur aktiven Interaktion von lebenden Zellen mit der
extrazelluliren Umgebung auf 2D planen, mit Silikon oder Kollagen beschichteten
Oberflachen (Harris et al., 1980; Petroll et al., 2003) und in 3D Matrices (Petroll et al.,
2004; Friedl und Brocker, 2004). Petroll beschéftigt sich mit dem dynamischen Auf-
und Umbau fokaler Adhésionen bei Fibroblasten im 3D Kollagengel, dargestellt mittels
GFP-Zyxin (Petroll et al., 2004). Seine Befunde zeigen, wie lebende Fibroblasten iiber
fokale Adhisionen aktiv an den Kollagenfasern der extrazelluliren Umgebung ziehen
und sie strukturell verdichten. Nach Zelllyse sowie unter Einsatz von Cytochalasin D
kommt es durch Relaxation der Kollagenfasern zur Authebung der Krafteinwirkung der
Fibroblasten. Nach Darstellung des F-Aktins mit Phalloidin, besonders an fokalen
Kontakten, vermutet Petroll eine direkte Beteiligung des Aktinzytoskeletts am Auf- und
Umbau fokaler Adhdsionen und am Zug der Fibroblasten an den Kollagenfasern (Petroll
et al., 2004). Die Limitierung der Arbeiten von Petroll besteht jedoch darin, dass sie
zwar Vektoren zeigen, die aber nicht zeitlich aufgelost sind und somit keine schrittweise
Traktion-Relaxation-Darstellung ermdglichen. Ankniipfend an Petrolls Untersuchungen
wurde in dieser Arbeit versucht, die aktive, dynamische Interaktion des
Aktinzytoskeletts iiber matrixabhéngige, charakteristische Aktinstrukturen wandernder
Tumorzellen auf 2D sowie in 3D Kollagenumgebungen konfokalmikroskopisch, zeitlich

aufgeldst darzustellen (vgl. 3.9.) und bildanalytisch zu quantifizieren.
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1.7. Ziele der Experimente

Die Invasion und Migration von Tumorzellen erfordert adhdsive Interaktionen mit der
extrazelluldren Umgebung, die durch das Aktinzytoskelett getragen werden. Mit Hilfe
von Zeitraffer-Videomikroskopie und Zeitraffer-Konfokalmikroskopie sollten B16/F1
Mausmelanomzellen, die GFP-Aktin exprimierten, auf Morphologie und
Migrationsdynamik sowie die Struktur des Aktinzytoskeletts untersucht werden.
Folgende spezifische Fragen sollten dabei geklért werden:
1. Lasst sich fiir B16/F1 GFP-Aktin Zellen ein Standard-Aktinzytoskelett
beschreiben oder handelt es sich um eine anpassungsfahige, plastische Struktur?
2. Wie beeinflusst die extrazellulire Umgebung die Struktur des Aktinzytoskeletts
und damit Art und Effizienz der Migration?
3. In welchen Zellregionen iibertrigt das Aktinzytoskelett Kraft auf extrazelluldre
Kollagenfasern?
Hierzu sollten unterschiedliche Kollagenumgebungen konstruiert werden, um
kontrollierte 2D und 3D Migrationsbedingungen zu schaffen. Mittels dynamischer
Bildgebung sollten zeitgleich Struktur des Aktinzytoskeletts und Struktur der
extrazelluldren Matrix visualisiert werden. Da im Verlauf der Arbeit neue Erkenntnisse
der Kraftiibertragung von Zell-Matrix-Interaktionen erzielt wurden, sollte ein Verfahren
der semiquantitativen digitalen Bildanalyse etabliert werden, das geeignet ist, Zellform,
Aktindynamik, Kraftiibertragung auf die ECM sowie Migrationseffizienz im

Zusammenhang darzustellen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zelllinien

murine B16/F1 GFP-Aktin Zellen (méBig
invasiv)

Bernhard Wehrle-Haller, Pathologisches
Institut, Universitat Genf, Schweiz
(Ballestrem and Wehrle-Haller, 1998)

humane MV3 Zellen (hochinvasiv)

G. van Muijen, Universitit Nijmegen,
Niederlande (G. van Muijen et al., 1991)

2.1.2. Antikorper

Maus anti-human B1-Integrin mAK (IgG1),
nicht blockierend, Klon K20

Coulter, Immunotech, Krefeld,
Deutschland

Maus anti-human B1-Integrin mAK (IgG1),
blockierend, Klon 4B4

Coulter, Immunotech, Krefeld,
Deutschland

Maus anti-human Fascin mAK (IgG1),
Klon 55K-2

Dako, Hamburg, Deutschland

Kaninchen anti-Maus VASP mAK (IgG1),
Klon IG 731

Immunoglobe, Himmelstadt, Deutschland

Cy3 Ziege anti-Maus F(ab)’

Dianova, Hamburg, Deutschland

Cy5 Esel anti-Ziege F(ab)

Dianova, Hamburg, Deutschland

Alexa 546 Ziege anti-Maus F(ab)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Phalloidin-Alexa 488

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Phalloidin-Alexa 568

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

2.1.3. Inhibitoren des Aktinzytoskeletts

Cytochalasin D

Sigma, Taufenkirchen, Deutschland

Jasplakinolide

Molecular Probes, Géttingen, Deutschland

Latrunculin B

Calbiochem, Bad Soden, Schwalbach,
Deutschland
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2.1.4. Gerite

FACScan

Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

3D Zeitraffer Konfokal-Laser-Mikroskop

Leica-SP2 System, Leica, Heidelberg,
Deutschland

inverse Lichtmikroskope DM-IL

Leica, Heidelberg. Deutschland

Neubauer Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

Rotlicht

Phillips, Hamburg, Deutschland

Statop 4849 Temperaturmessgerat

Chauvin-Arnox, Kehl, Deutschland

Tracking-Computer

Mac Ilcv und Mac Quadra (Macintosh)

VPC-175 Videokamera

Sony, Berlin, CCD-Kamera

Videokamera digital

Topica TP-505

Zeitraffer-Videorecorder JVC BR S 920 E
und SR-970E, Time lapse, Video Kassette

Recorder; JVC, Friedberg, Deutschland

Heraeus Sepatech Zentrifuge

Chemievermittlung, Ebersberg,
Deutschland

2.1.5. Materialien, Puffer, Reagenzien

7,5 % Natrium-Bikarbonat-Losung

Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

bovines Typ I Collagen

Vitrogen; Nutacon BV, Leimniden,
Niederlande

BSA (Rinderserumalbumin)

Aurion; Immuno Gold Reagents,
Wageningen, Niederlande

Collagenase I

Clostridium histolyticum; Sigma,
Taufenkirchen, Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Serva, Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

2 mM EDTA-Losung

Sigma, Taufenkirchen, Deutschland

FCS (fetales Serumalbumin)

Biowhittaker, Verwievrs, Belgien

G418

Geniticin; Oncogene, Deutschland

MEM (minimal essential eagle’s medium)

Flow Laboratories, McLean, USA

Methanol

Klinikapotheke, Universitétsklinik
Wiirzburg

Paraffin und Vaseline

Tissue Prep; Fisher, Fair Lawn, NJ, USA
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PBS (phosphatgepufferte Salzlosung)

Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

Penicillin, Streptomycin

PAN, Heidenheim, Deutschland

PFA (Paraformaldehyd)

Sigma, Taufenkirchen Deutschland

PI (Propidiumiodid)

Sigma, Taufenkirchen, Deutschland

RPMI 1640 Zellkulturmedium

PAN, Heidenheim, Deutschland

Triton-X-100

Sigma, Taufenkirchen, Deutschland

Trypanblau-Losung

ICN, Biomedicals GmbH, Eschwege,
Deutschland

Ziegenserum

Dianova, Hamburg, Deutschland

2.1.6. Software

Adobe Photoshop 6.0 Adobe System 1989-2000, Tasakawa,
Japan
digitizing tablet Summasketch I, Summgrafics, Seymor,

USA

Hyper-Card-Programm

Mac Ilcv und Mac Quaddra (Macintosh),
USA

Image Grabbing Software, ISCAP-
Software

Johannes Vogel, Universitit Bremen,
Deutschland

Image J 1.30v

Wayne Rasband, National Institute of
Health, USA

Leica-Software, Leica-SP2 System

Heidelberg, Deutschland

Microsoft-Office 2000 mit Word, Excel,

Powerpoint

Microsoft, Redmond, USA

Quick Time 4.1.2.

Apple, Roland Corporation, Osaka, Japan

Statistika 6.0

StatSoft

Zelltracking-Software

Bernd Niggemann, Institut fiir
Immunologie, Universitit Witten-
Herdecke, Witten, Deutschland
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2.2. Methoden
2.2.1. Zelllinien und Zellkultur

Murine B16/F1 GFP-Aktin Zellen wurden von Bernhard Wehrle-Haller (Pathologisches
Institut, Universitiat Genf, Schweiz) zur Verfligung gestellt. Die Originalzelllinie heif3t
B16/F1 und wurde von G. Nicholson (Houston, TX, USA) aus Nacktmiusen geziichtet.
Die Zellen exprimieren ein Fusionsprotein aus humanem B-Aktin und enhanced Green
Fluoreszenz Protein (eGFP) unter Kontrolle des B-Aktin Promotors (Ballestream und
Wehrle-Haller, 1998). Aktin/eGFP entspricht strukturell und funktionell Wildtyp-Aktin
ohne Einschrinkungen physiologischer Prozesse (Ballestream und Wehrle-Haller,
1998).

Die hochinvasive und metastasierende humane Melanomzelllinie MV3 (Van Muijen et
al. 1991) wurde von G. Van Muijen (Universitit of Nijmegen, Niederlande) zur
Verfiigung gestellt. Nach Transplantation in eine Nacktmaus entwickelten sich
Lymphknotenmetastasen. Die MV3-Zellen werden nach der dritten Passage kultiviert
(Van Muijen et al., 1991). Sie exprimieren a21- und a3B1-Integrine fiir die Interaktion
mit Typ I Kollagen (Danen et al., 1993).

Beide adherente Zelllinien wurden in RPMI 1640 Medium, das 50 U/ml Penicillin, 50
pg/ml Streptomycin (PAN) und 10 % hitzeinaktiviertes FCS sowie G 418 (1 mg/ml)
enthielt, in einer humifizierten 5 %igen CO,-Atmosphédre und einer Temperatur von
37°C im Brutschrank kultiviert. Die Zellen erhielten nach 1-2 Tagen neues Medium und
wurden bei subkonfluenter Zelldichte nach 2-4 Tagen durch Ablésung mit 2 mM EDTA
Losung passagiert. Fiir die Zellmigrationsversuche wurden die Zellen mit 2 mM EDTA
Losung bei 37°C fiir 5 min abgeldst, mit PBS gewaschen, im Medium suspendiert,

gezihlt und auf eine definierte Zelldichte von 1x10° Zellen/ml eingestellt.

2.2.2. 2D und 3D Migrationsmodelle

Fiir Untersuchungen der Zellmigration wurde Typ I Kollagen in saurer Losung (pH = 3)
durch Neutralisation (pH = 7,4) mit Bikarbonat-Lésung zur Polymerisation gebracht.
Fiir 3D fibrilldre Kollagenmatrices (Endkonzentration: 1,7 mg/ml) wurden 15 Teile
Vitrogen, 2 Teile Minimal Essential Eagle’s Medium und ein Teil Bikarbonat-Losung

eingesetzt.
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Fiir 2D Migration iiber monomeres Kollagen wurden sterile Deckgldschen der Stiarke 0
(22 x 22 mm) mit 200 pl flissigem saurem Vitrogen (100 %) tiberschichtet und fiir 8
Stunden bei 4°C inkubiert, gewaschen und anschlieBend mit den Tumorzellen
iiberschichtet (s.u.).

Fiir Zellmigration iiber 2D fibrilldres Kollagen wurden Deckgldschen mit 20 pl
neutralem Kollagengemisch (pH = 7,4; Endkonzentration: 2,5 mg/ml) bestrichen und
fir 60 min bei 37°C im Inkubator in einer 5 %igen CO,-Atmosphire bis zur
Polymerisation inkubiert. AnschlieBend wurden je 100 pl Zellsuspension aufgegeben.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen auf Objekttrigern mit zuvor aufgetragen
Paraffinstegen an 3 Seiten fixiert, so dass eine dreidimensionale Kammer entstand,
danach mit equilibriertem Medium (vorherige Inkubation fiir 1 h bei 37°C in einer 5
%igen CO,-Atmosphire) aufgefiillt und luftdicht mit Paraffin verschlossen.

Fiir Migrationsexperimente in 3D fibrillirem Kollagen (Friedl und Brocker, 2004)
wurden 100 pl einer Mischung aus einem Teil Kollagengemisch und 3 Teilen
Zellsuspension in eine vorbereitete Migrationskammer (Volumen 200 pl) pipettiert.
Nach Kollagenpolymerisation im Inkubator (30 min, 37°C, in einer 5 %igen CO»-
haltigen Atmosphire) wurde die Kammer mit equilibriertem Medium (s.o.) aufgefiillt
und mit Paraffin luftdicht verschlossen.

Fir konfokalmikroskopische Untersuchungen von fixierten Zellen in 3D
Kollagenmatrices wurden zellhaltige Kollagenlosungen (100 pl) auf Deckgldschen
getropft und nach Polymerisation in 6-Loch-Platten im Inkubator (s.o.) mit
equilibriertem Medium (s.o.) liberschichtet. Diese wurden vor der Fixierung (vgl.

2.2.7.1.) 8-12 h im Inkubator kultiviert.

2.2.3. Blockade des Aktinzytoskeletts mit pharmakologischen Inhibitoren

Zur direkten Blockade des Aktinzytoskeletts wurden die lebenden Zellen ausschlieBlich
im Zellsuspension-Kollagengemisch vor und wéhrend der 3D Migrationsversuche mit
pharmakologischen Inhibitoren folgender Endkonzentrationen inkubiert.

Diese Endkonzentrationen wurden in Vorversuchen im 3D Kollagengel unter folgenden
Kriterien ermittelt:

- Es sollte eine eindeutige Hemmung des Aktinzytoskeletts zu sehen sein, z.B. durch die

Anderung der Morphologie der Zellen sowie eine eingeschriinkte Migrationfihigkeit;

19



- Die Zellen durften durch den Inhibitor bzw. durch das Losungsmittel nicht zur
Apoptose gebracht werden. Die Viabilitdt wurde visuell und durchflusszytometrisch

(vgl. 2.2.4.) gepriift. Toxische bzw. funktionsschidigende Effekte der Losungsmittel

wurden visuell anhand der Basismotilitét zeitraffermikroskopisch gepriift.

Tabelle 2: Hemmstoffe und Konzentrationen bei Migrationsversuchen

Stocklosung | Inhibitor |Losungsmittel | Inhibitor | Losungsmittel
fiir B16/F1 | fiir B16/F1 MV3 MV3 Zellen
GFP-Aktin | GFP-Aktin Zellen
Zellen Zellen
Cytochalasin D | 5 mM in 0,5uM 0,01 % DMSO| 5uM | 0,1 % DMSO
DMSO und
PBS
Latrunculin B 10 mM in 1 pM 0,002 % 5uM 10,01 % DMSO
DMSO und DMSO
PBS
Jasplakinolide 70 uM in 0,15 pM 0,021 % 5uM 0,7 %
Methanol Methanol Methanol
und PBS

2.2.4. Messung der Viabilitiit der Zellen

Um sicher zu stellen, dass sowohl die etablierten Hemmstoffkonzentrationen als auch
die lange Versuchsdauer von mehr als 20 Stunden keine zytotoxischen Effekte auf
B16/F1 GFP-Aktin oder auf MV3 Zellen ausiiben, wurden routineméfig
Zellmorphologie und Migrationsleistung sowie, einmalig, die Kernfirbung mit
Propidiumiodid im Anschluss an einen Migrationsversuch durchgefiihrt. Dazu wurden
3D Kollagengele in An- und Abwesenheit von Lésungsmittel und Inhibitor fiir 20
Stunden inkubiert, anschlieBend in FACS-Rohrchen iibergefiihrt und durch Collagenase
I (Clostridium histolyticum) fiir 30 min bei 37°C verdaut. AnschlieBend wurden die
Zellen mit Propidiumiodid (PI) gefdrbt und mittels Durchflusszytometrie (FACS)

analysiert.
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2.2.5. Digitale Hellfeld-Zeitraffermikroskopie

Die Wanderung der B16/F1 GFP-Aktin Zellen und der MV3 Zellen wurde mittels
digitaler Zeitraffer-Durchlicht-Mikroskopie (Friedl und Brocker et al., 2004)
beobachtet.

Dazu wurden die Migrationskammern auf den Objekttischen der Lichtmikroskope
(inverse Mikroskope) fixiert und iiber einen Temperaturfithler mit einem Thermostat
und einer Rotlichtlampe verbunden. Die Temperatur in den Migrationskammern wurde
iber die gesamte Versuchsdauer von ca. 20 Stunden bei 37°C gehalten.

Vom Gesichtsfeld (ca. 30-40 Zellen) wurden mit 10x oder 20x VergroBerung im
Abstand von 5 min digitale Durchlichtbilder mit einer CCD Camera fotografiert und
mittels Image Grabbing Software gespeichert und zu digitalen Filmen mit Quick Time
(vgl. 4.1.2.) umgewandelt. Bei einer Wiedergabe von 10 Bildern/Sekunde entsprach
eine Sekunde Film einer Echtzeit von 50 min.

Anhand der Beobachtung der Zellen und Analyse der Filme der jeweiligen
Kollagenumgebung wurden typische Zellmorphologien bestimmt: rund, unipolar,
bipolar (spindelformig, mesenchymal), multipolar (dreieckig), dendritisch (sternformig,

spinnenédhnlich), und der wandernden bzw. der sessilen Zellgruppe zugeordnet.

2.2.6. Zelltracking und Datenanalyse

Das Filmmaterial wurde mit einem bereits fiir die Einzelzellwanderung etablierten
Zelltrackingprogramm (Friedl et al., 1993) quantitativ ausgewertet. Dazu wurden die
digitalen Filme auf Video iiberspielt und liber Hypercard am Bildschirm eines PC
sichtbar gemacht. Wihrend des Filmes wurden 20-40 zufillig ausgewdhlte Zellen
einzeln mit einem Mauscursor verfolgt. Das Trackingprogramm erfasste in
Zeitabstinden von 0,3 sec Film entsprechend, 15 min Echtzeit, die Lage der Einzelzelle
in einem zweidimensionalen xy-Koordinatensystem. Die Pixelauflosung betrug bei
10facher Vergroferung 1,47 um, bei 20facher Vergroferung 0,735 pm. Aus der
zuriickgelegten Strecke (s) und der dafiir bendtigten Zeit (t) berechnet das Programm
nach der Formel v = s/t die Geschwindigkeit (v) der Zellen. Speed ist die
Durchschnittsgeschwindigkeit einer Zelle unter Beriicksichtigung von Pausen. Velocity
ist die absolute Geschwindigkeit der Zelle ohne Pausen. Weiterhin wurden die

zuriickgelegten Strecken (Distance) in pm fiir die gesamte Beobachtungszeit erfasst.
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Die Verteilung der getrackten Zellen auf die einzelnen Geschwindigkeiten und der
Anteil wandernder Zellen wurden mit Statistika 6.0 ermittelt und grafisch dargestellt.
Der prozentuale Anteil wandernder Zellen entspricht dem Anteil der Gesamtpopulation,
der eine Translokation von wenigstens 1 Pixel/Analyseintervall zuriicklegte. Die
Durchschnittsgeschwindigkeit der Zellpopulation zu einem bestimmten Zeitpunkt
(speed by time in pm/min) wird durch Berechnung des Mittelwertes (MW) aus der
Momentangeschwindigkeit (v) aller getrackter Einzelzellen (n) nach der Formel MW =
(vl +v2+...4+vn)/n erfasst.

Es wurden alle Zellen, die wihrend der Beobachtungszeit im Bild blieben und keiner
Zellteilung unterlagen, analysiert. Nicht wandernde Zellen wurden getrackt, indem der
Mauscursor bewegungslos iliber der Zellmitte gehalten wurde.

Fiir die statistischen Analysen wurden Student’s t-Test fiir die Mittelwerte +
Standardabweichung und der nicht parametrische Mann-Whittney U-Test fiir die

Einzelzellauswertung verwendet.

2.2.7. Dynamische und statische Konfokalmikroskopie

Sowohl dynamische (lebende Proben) als auch statische (fixierte Proben)
konfokalmikroskopische Studien wurden mit einem 3D Zeitraffer-Laser-
Konfokalmikroskop (Leica-SP2 System) durchgefiihrt. Dieses Mikroskop ermoglicht
die gleichzeitige Beobachtung von Transmission, konfokaler Reflexion und
Fluoreszenz. Simultan detektiert wurden 2 Fluoreszenzkanile, ein Reflexionskanal und
ein Transmissionskanal. Unterschiedliche Fluoreszenzen bei derselben Probe wurden
nach Umstellen des anregenden Lasers und des zu passierenden Filters getrennt
aufgenommen. Nach 3D Rekonstruktion der Einzelschnitte der z-Ebenen (Projektion
der maximalen Intensitdt) wurden sowohl Reflexion als auch Fluoreszenzen rdumlich
dargestellt. Durch Aufeinanderlegen der unterschiedlichen Fluoreszenzen und
anschlieBender Kombination mit der Reflexion wurde die Interaktion der
fluoreszenzmarkierten Molekiile mit den Kollagenfasern im Raum nach 3D
Rekonstruktion bzw. bei Einzelschnitten auf einer Ebene dargestellt (Maaser et al.,

1999).
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In Tabelle 3 sind die verwendeten Fluoreszenzmarker mit entsprechender
Exmissionswellenldnge des Lasers und Emissionsspektrum, sowie die damit

dargestellten Molekiile bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen und bei MV3 Zellen aufgefiihrt.

Tabelle 3: Fluoreszente Marker zur Darstellung molekularer Strukturen

Fluoreszenzmarker | Exmission Emission sichtbare Zellen
Struktur
EGFP 488 nm 510-550 nm Aktin, griin B16/F1 GFP-
Aktin
Phalloidin- 488 nm 510-550 nm Aktin, griin MV3
Alexa 488
Cy3 Ziege anti- 543 nm 560-590 nm | B1-Integrine, MV3
Maus F(ab)® rot
Phalloidin- 543 nm 560-590 nm Aktin, rot B16/F1 GFP-
Alexa 568 Aktin
Alexa 546 Ziege 543 nm 560-590 nm Fascin, rot B16/F1 GFP-
anti-Maus F(ab)? Aktin
CyS5 Esel anti-Ziege 633 nm 660-710 nm VASP, blau B16/F1 GFP-
F(ab)’ (infrarot) Aktin
Reflexion 488 nm 488 nm Kollagenfasern | MV3, B16/F1
GFP-Aktin

2.2.7.1. Darstellung des Aktinzytoskeletts, der B1-Integrine, Fascin und VASP in
fixierten Zellen

Die Farbung von Zellen fand ausschlieBlich in fixierten 3D Kollagen-Tropfengelen (vgl.
2.2.2.) in 6-Well-Platten statt. Die Tropfengele wurden nach Polymerisation mit 100 pl
Medium versetzt, 12 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend fiir 20 min mit 4 %
PFA bei 37°C (oder fiir 30 min bei —20°C mit 100 % Methanol fiir die Darstellung von
VASP) fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS/0,1 % BSA bei 4°C gelagert.
Das Spiilvolumen betrug 2-5 ml, die Konzentration des primédren Antikorpers 10 pg/ml,
die des sekundiren 50 pg/ml. 60 pl der Antikorperlosung bedeckten als Tropfen die
Probe.
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Firbeprotokoll fiir die Phalloidin-Aktin-Firbung bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen

Inkubation PFA-fixierter Tropfengele iiber 12 h bei 4°C in PBS/0,1 % BSA
Abnahme von PBS/0,1 % BSA

Uberschichtung mit 60 pl verdiinnten Phallodin-Alexa 568 und Inkubation fiir
60 min bei 4°C

6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1% BSA iiber insgesamt 60 min
Lagerung der Probe bei 4°C in PBS/0,1% BSA

Firbeprotokoll fiir die 31-Integrin-Phalloidin-Aktin-Firbung bei MV3 Zellen

Die Farbung der B1-Integrine und des Aktin wurde sowohl bei hemmstoftfreien
als auch bei mit 5 uM Cytochalasin D, 5 pM Latrunculin B und 5 pM
Jasplakinolide inkubierten MV3 Zellen durchgefiihrt.

Inkubation PFA-fixierter Tropfengele iiber 12 h bei 4°C in PBS/0,1 % BSA
Abnahme von PBS/0,1% BSA

Uberschichtung mit 60 ul anti B-Integrin Klon 4B4, Klon K20 im Verhéltnis 1:1
und Inkubation 8 h bei 4°C

6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min
Uberschichtung mit 60 pl verdiinnten Cy3 Ziege anti-Maus F(ab)’ und
Inkubation fiir 60 min bei 4°C unter Lichtausschluss

6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min
Uberschichtung mit 60 pl verdiinnten Phalloidin-Alexa 488 und Inkubation fiir
60 min bei 4°C

6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min
Lagerung der Probe bei 4°C in PBS/0,1 % BSA

Firbeprotokoll fiir Fascin-Farbung bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen

Inkubation PFA-fixierter Tropfengele iiber 12 h bei 4°C in PBS/0,1 % BSA
Abnahme von PBS/0,1 % BSA

Permeabilisierung der Zellen mit 2 ml 0,2 %iger Triton-X-100-Lésung bei
Raumtemperatur, waschen mit PBS/0,1 % BSA

Uberschichtung mit 200 pl 10 %igem Ziegenserum fiir 60 min bei
Raumtemperatur, waschen mit PBS/0,1 % BSA
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- Uberschichtung mit 60ul verdiinnten Maus anti-human Fascin mAK (IgG1),
Klon 55K-2 und Inkubation fiir 2 h bi 4°C

- 6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min

- Uberschichtung mit 60 pl verdiinntem Alexa 546 Ziege anti-Maus F(ab)? und
Inkubation fiir 60 min bei 4°C unter Lichtausschluss

- 6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min

- Lagerung der Probe bei 4°C in PBS/0,1 % BSA

Firbeprotokoll fiir VASP-Firbung bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen

- Inkubation Methanol-fixierter Tropfengele 12 h bei 4°C in PBS/0,1 % BSA

- Abnahme von PBS/0,1 % BSA

- Uberschichtung mit 200 ul 10 %igem Ziegenserum fiir 60 min bei
Raumtemperatur, waschen mit PBS/0,1 % BSA

- Uberschichten mit 60 pl verdiinnten Kaninchen anti-Maus VASP mAK (IgG1),
Klon IG 731 und Inkubation fiir 2 h bei 4°C

- 6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min

- Uberschichtung mit 60 pl verdiinnten Cy5 Esel anti-Ziege F(ab)® fiir 2 h bei 4°C
unter Lichtausschluss

- 6-maliges Waschen mit 4°C kaltem PBS/0,1 % BSA iiber insgesamt 60 min

- Lagerung der Probe bei 4°C in PBS/0,1 % BSA

Die Deckgldaschen mit den fixierten und gefiarbten Tropfengelen wurden vor der
konfokalmikroskopischen Betrachtung auf Objekttragern auf zuvor aufgetragenen
Paraffinstegen fixiert, fliissigkeitsfrei und luftdicht mit Paraffin verschlossen.
Ausgehend von dynamischen Sequenzen aus der Videomikroskopie (vgl. 2.2.5. und
2.2.8.) konzentrierte sich die konfokalmikroskopische Analyse auf Zellen in
migrationstypischer bzw. fiir jeweilige Inhibitoren typischer Morphologie. Falls nicht
anders angegeben, erfolgte die Analyse mit einem Ol-Immersionsobjektiv mit 40x/NA
1,25. Die Darstellung der Kollagenfasern erfolgte durch die Anregung und Detektion
des reflektierten Lichts bei 488 nm. Griine Fluoreszenz allein wurde von der Reflexion
mit einem Reflektion-Short-Pass (RSP) 500 Filter getrennt. Die weiteren Exmissions-

und Emissionswellenlédngen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Um die Selektivitat der
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Detektion unterschiedlicher Emissionen zu erreichen, wurden Transmissions-,
Reflexions- und bis zu 2 Fluoreszenzbilder sequentieller z-Ebenen im Abstand von 2

um jeweils selektiv angeregt und getrennt aufgenommen.

2.2.7.2. Dynamische Darstellung des Aktinzytoskeletts bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen

Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen
wurden auf der 2D monomeren Kollagenoberfliche, auf der 2D fibrilldren
Kollagenoberfliche sowie in der 3D Kollagenmatrix beobachtet. Einzelzellen mit einer
fiir die jeweilige Kollagenumgebung typischen Migrationsmorphologie (vgl. 2.2.5.)
wurden nach 12-stiindiger Inkubation bei 37°C mittels konfokaler Zeitraffer-Laser-
Mikroskopie gefilmt.

Die Proben wurden auf dem Objekttisch fixiert und durch eine Rotlichtlampe tiber die
Versuchsdauer bis zu 5 Stunden bei 37°C temperiert. Laserlicht wurde bei geringst
moglicher Intensitét eingesetzt, um toxische Effekte zu minimieren.

Fir Lebendzellaufnahmen wurden alle Kanédle simultan detektiert, um
Positionsartefekte zu vermeiden. Im Zeitabstand von 5 min je Kanal wurde ein
Bildstapel aus 5-10 Einzelschnitten mit je 2 um Abstand in z-Richtung aufgenommen.
Jeder Z-Stapel wurde mittels der Maximum-Intensititsprojektion iibereinander gelegt
und in einem Bild dargestellt. Anschliefend wurden diese Bilder mit 5 Bildern/Sekunde
als Film abgespielt. Mehrkanal-Sequenzen wurden mittels Falschfarbdarstellung
rekonstruiert. Sequenzen des Transmissionskanals enthielten nur den zentralen Schnitt

des Bildstapels.
2.2.7.3. Dynamische Darstellung des inhibierten Aktinzytoskeletts bei B16/F1 GFP-

Aktin Zellen

Die Wirkung der Inhibitoren Cytochalasin D, Latrunculin B und Jasplakinolide auf
Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts wurde bei B16/F1 GFP-Aktin Zellen nur
im 3D Kollagengel beobachtet. (Probevorbereitung vgl. 2.2.3., Bildanalyse vgl. 2.2.8.)
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2.2.8. Digitale Bildanalyse konfokaler Zeitserien

Mit Hilfe von Bildanalyse-Software wurden einzelne Fluoreszenzkanile digitaler Bilder
in ihrer Intensitét fiir individuelle Pixel mathematisch beschrieben und somit messbar
gemacht (Friedl et al., 2004). Um vergleichbare Intensitdtskurven zwischen
unabhingigen Proben zu erreichen, wurden eine standardisierte Probevorbreitung (vgl.
2.2.2. und 2.2.3.) sowie etablierte Grundeinstellungen (Hardwareparameter,
Aufnahmeebene, Laser- und PMT-Einstellungen, Filter RT 30/70, Scan Speed, Beam
Expander, Gain, Offset, Scan mode xyzt, Pinhole, size wide, size height, size depth,
stepp size, zoom, frame average, line average, resolution) am Konfokalmikroskop in
einem Bereich von 15-50 um Eindringtiefe, der eine suffiziente Reflektion zeigte und

sicher im 3D Matrixbereich lag, ab Objekttriger beibehalten.

1.Betrachtung der Zellen in
der Probe

/ \4 2.Konfokalmikroskopische
Detektion der Fluoreszenz
der Fluoreszenzkanile

o+

3. Kolokalisation beider

L Fluoreszenzen (additive
Farbmischung)
L l L 4
L4 : 4. Farbsdttigung in Bildpunkten

5 Messung der Anzahl der
Bildpunkte und grafische
r \ r \ Darstellung

Abbildung 2: Prinzip der Analyse der relativen Fluoreszenzintensitit der
markierten Molekiile sowie der Bestimmung der Kolokalisation. Pixelintensitit,
Grauwert eines Bildpunktes bei 8-Bit Kodierung von 0 (schwarz) bis 255 (weil}); griin,
Anzahl Pixel griine Fluoreszenz; rot, Anzahl Pixel rote Fluoreszenz, gelb, Anzahl
kolokalisierte Pixel.
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Die Kurvenmuster zwischen Bildern unabhéngiger Proben konnten miteinander
verglichen werden, da beide Bilder eine fiir sie spezifische Grundsittigung der
jeweiligen Fluoreszenz hatten, die als Ausgangspunkt fiir die relative Messung diente.
Intensitdten der Kolokalisation von Rot- und Griinfluoreszenz wurden als gelber Kanal
rekonstruiert. Die Sattigung der Mischfarbe wurde durch die Sittigung der beiden
Farbkomponenten und damit durch das Vorhandensein der Fluoreszenz der zugrunde
liegenden Molekiile bestimmt. Auf diese Weise wurde die Pixelintensitit, die Anzahl
von Bildpunkten, zu einem semiquantitativen Mall fiir die Menge des
fluoreszenzmarkierten Molekiils bzw. fiir die Stdrke der Kolokalisation zweier

Strukturen (Abb. 2).

2.2.8.1. Analyse der Fluoreszenzintensitit

Die relative Fluoreszenzenzintensitdt einzelner Kanédle wurde mit Image J 1.30
gemessen. Die Software ermittelt den Pixelwert der 8-Bitscale von 0 (schwarz) bis 255
(weiBl) fiir jeden Pixel entlang einer Analyselinie bzw. den Mittelwert der Pixel
innerhalb eines Analyserechtecks. Die Darstellung der Fluoreszenzverteilung erfolgte

als Profil unter Einbezug einer Grundintensitét (Baseline).

2.2.8.2. Analyse des Reflexionsmusters

Mit Hilfe der konfokalen Reflexion von polymerem Kollagen wurden die
biophysikalische Beschaffenheit (monomer versus fibrilldr), die Beschichtungsdicke
sowie die Dichte des Kollagenfasernetzes visuell beurteilt. Die Analyse des
Reflexionsmusters der 3 Kollagenumgebungen (vgl. 2.2.2.) erfolgte in der Aufsicht als
xyz-Projektion und im Querschnitt (xz-Schnitt). Zur Verbesserung der optischen
Darstellung wurden die Grautone der Reflexion mit Adobe Photoshop 6.0 in Goldtone

umgewandelt.

2.2.8.3. Kolokalisationsanalysen

Zur Analyse der Kolokalisation von Filopodien und Kollagenfasern wihrend der
Wanderung der B16/F1 GFP-Aktin Zelle durch das 3D Kollagengel wurde die griine
Fluoreszenz des GFP-Aktins in der Falschfarbe Rot und die Reflexion der

Kollagenfasern in der Falschfarbe Griin aufeinander projiziert. An Stellen der
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Kolokalisation von Rot und Griin ergab die subtraktive Farbmischung die Farbe Gelb.
Die Anzahl kolokalisierter Pixel wurde ermittelt nach Entfernung der Séttigung von Rot
und Griin durch Anlegen eines Schwellenwertes von Intensitit 160 und tiber die
Zeitachse grafisch dargestellt.

Zur Analyse der Kolokalisation von Filopodien und Kollagenfasern wurden Filopodien
ohne, mit fokalem oder mit parallelem Kontakt zu Kollagenfasern anhand der xy-

Projektionen manuell ausgezéhlt und grafisch iiber der Zeitachse dargestellt.

2.2.8.4. Tracking von Kollagenfasern

Zur Darstellung der Deformierung der extrazelluldren Matrix durch migrierende Zellen
wurde mittels Imagel] die xy-Positionen einzelner Kollagenfasern zeitaufgeldst
rekonstruiert. Mit dem Satz des Pythagoras wurden aus den einzelnen Koordinaten die
getrackten Strecken S zwischen den Einzelbildern in pm mit der Formel S = ((x,-x;)*+

"2 berechnet. Um die Geschwindigkeit in pm/min der Faserverschiebung zu

(y2-y1)°)
erhalten, wurde die getrackte Strecke durch die Zeit nach der Formel V = S/T dividiert.
Alle Bewegungen der Faserposition auf die Zelle zu (Traktion) wurden mit einem
negativen Vorzeichen versehen, die Bewegung weg von der Zelle (Relaxation) mit
einem positiven Vorzeichen.

Nach demselben Prinzip des Trackens der Dislokation einzelner Kollagenfasern wurden

die Position der Vorderfront und des Hinterendes sowie die Linge der wandernden

B16/F1 GFP-Aktin Zelle getrennt analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Physikalische Struktur der Migrationsbedingungen

Wie beeinflusst die extrazellulire Umgebung die Struktur und Funktion des
Aktinzytoskeletts einer Tumorzelle und damit Art und Effizienz ihrer Migration? Unter
dieser Fragestellung wurden fiir die Migrationsversuche 3 physikalisch verschiedene in
vitro Migrationsbedingungen auf der Basis von Typ-I-Kollagen etabliert: i) eine
zweidimensionale Oberfliche beschichtet mit monomerem Kollagen, ii) eine 2D
Oberflache bestehend aus fibrillirem Kollagen und iii) eine 3D Matrix aus fibrillirem
Kollagen gleicher Dichte (Abb. 3). Diese standardisierten Bedingungen sollten im
Folgenden fiir Migrationsversuche eingesetzt werden.

Der mit fliissigem monomerem Kollagen beschichtete 2D Objekttrager (vgl. 2.2.2.)
zeigte eine physikalisch glatte, homogene, kontinuierliche Oberfldche. Fibrilldre
Polymere oder sonstige Prézipitate waren mit konfokalem Reflexionskontrast nicht
erkennbar. Dieses Substrat ermdglicht den nahezu hindernisfreien und kontinuierlichen
Kontakt von Zellen mit dem Kollagensubstrat (Abb. 3 A, D).

Der mit fibrillirem Kollagen beschichtete 2D Objekttrager (vgl. 2.2.2.) zeigte eine
biophysikalisch diskontinuierliche inhomogene Oberfliche. Mit konfokalem
Reflexionskontrast wurde ein Netzwerk aus Kollagenfibrillen und darin enthaltenen
Poren dargestellt, das den Zellen ein hindernisarmes, jedoch physikalisch komplexes 2D
Substrat bot (Abb. 3 B, E).

Die aus Kollagen hergestellte 3D Matrix (vgl. 2.2.2.) zeigte nach Polymerisation ein
Netz aus Kollagenfibrillen, entsprechend einer dreidimensionalen Kollagenfasermatrix
mit darin enthaltenen Faserstrangen und Fibrillen sowie Matrixliicken (Poren), (Abb. 3

C, F), (Friedl und Brocker, 2004).
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Glasobjekttrager mit 2D Oberflache mit dunner 3D fibrillare Kollagenmatrix
monomerem Kollagen  Schicht aus fibrilldrem Kollagen

A

Querschnitt (x2)

Aufsicht (oy)

Abbildung 3: 3 physikalisch verschiedene Migrationsbedingungen aus Kollagen. A,
D: 2D Glasoberflidche beschichtet mit monomerem, nicht polymerisiertem Kollagen. B,
E: 2D fibrillare Oberfldche einer Kollagenmatrix. C, F: 3D fibrilldre Kollagenmatrix.
XY-Aufsicht (A, B, C) und XZ-Schnitte (D, E, F) konfokaler Reflexionsmikroskopie
nativer biophysikalisch unterschiedlicher Kollagenumgebungen fiir nachfolgende
Migrationsversuche. Die Position der Zellen (griin) ist modellhaft dargestellt. *,
Reflexion des Glasobjekttragers.

3.2. Aktinverteilung in lebenden und fixierten Zellen

Zur Visualisierung von Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts sowie fiir die
Migrationsversuche wurden lebende murine B16/F1 GFP-Aktin Zellen eingesetzt. Um
die Fluoreszenzintensitét fiir GFP als Indikator der Aktinpolymerisation zu validieren
und die Ubertragbarkeit der Aktindarstellung von lebenden auf fixierte Zellen sicher zu
stellen, wurden B16/F1 GFP-Aktin Zellen wéhrend der Migration in 3D
Kollagenmatrices fixiert, konfokalmikroskopisch analysiert und mit dem
Fluoreszenzmuster lebender B16/F1 GFP-Aktin Zellen verglichen. Als sensitiver
Marker der Aktinfilamente diente Phalloidin, das an polymerisiertes aber nicht an

monomeres Aktin bindet (Senderowicz et al., 1994; Cooper et al. 1987).

31



A GFP-Aktin B GFP- Phalloidin-Aktin

- I.'* ' ’
‘T il

100

3
80 2
60 g
40 &

[N
o

-Zuszsaon|d -2l

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
GFP-Aktin Langsachse in pym

&

L e

100 5
60 3

w0

F A4

=

20 =

-zuazsalon|d “-[a.

10 20 30 40 50 60 70 &80
Langsachse {um)

Abbildung 4: Vergleich der Aktinverteilung im 3D Kollagengel. A-C: GFP-Aktin
und Phalloidin-Aktin bei fixierter B16/F1 GFP-Aktin Zelle. E, F: GFP-Aktin bei
lebender B16/F1 GFP-Aktin Zelle. D, F: Zunahme der GFP-Fluoreszenz an der Spitze
des Pseudopods (Pfeilspitzen) im Vergleich zum restlichen Zellkorper. A, C:
gleichartige Fluoreszenzbilder und Kurvenmuster der relativen Fluoreszenzintensititen
von GFP-Aktin und Phalloidin-Aktin (D). B: Auftreten gelber Farbtone an Stellen der
Kolokalisation nach Aufeinanderlegen der roten Phalloidin-Fluoreszenz auf die griine
GFP-Fluoreszenz. Pfeil zeigt in Wanderungsrichtung der Zelle. *, Pseudopod. Orange
Linie (A, C, E) kennzeichnet Membranseite fiir die Fluoreszenzanalyse (D, F).

Sowohl in lebenden als auch in fixierten Zellen zeigte sich eine Anreicherung von
polymerisiertem Aktin an der Spitze des dicken Pseudopods in Migrationsrichtung
sowie in fokalisierter Form entlang des fiihrenden Pseudopods bis zum Ubergang in den
Zellkorper (Abb. 4 B, E). Die Orttreue der Fluoreszenzverteilung und die Kongruenz
der Intensitdtsunterschiede legen nahe, dass GFP-Aktin iiberwiegend den
Polymerisationsgrad anzeigt und in Fluoreszenzstirke und Lokalisation stark mit der
Darstellung filamentosen Aktins mit Phalloidin korreliert. Beide Methoden liefern somit

iibertragbare Befunde. Im Unterschied zur Farbung mit Phalloidin liefert GFP-Aktin
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eine hohere Hintergrundfluoreszenz in Regionen ohne Aktinpolymerisation, was auf
eine diffuse Verteilung von Aktinmonomeren schlie3en ldsst.

Die Betonung der Aktinpolymerisation an der Vorderfront der Zelle wurde fiir mehrere
unabhingige polarisierte und migrierende Zellen bestdtigt (Abb. 4 A, E).
Ubereinstimmend waren in fixierten und nicht fixierten Zellen weder Stressfasern noch

Aktinpolymerisation am Hinterende der Zellen darstellbar (Abb. 4 B, E).

3.3. Zellmorphologie und Migrationseffizienz unter 2D wund 3D
Kollagenbedingungen

Zur in vitro Beobachtung wandernder Tumorzellen sind 2D Modelle mit
unterschiedlicher Beschichtung bekannt (Wehrle-Haller et al., 1998; Adams et al., 2000;
Friedl und Brocker, 2000). Lassen sich Erkenntnisse dieser eher unphysiologischen 2D
Modelle auf 3D Matrices und zukiinftig auch auf in vivo Bedingungen iibertragen oder
hat die Art der extrazelluliren Umgebung Einfluss auf die Zellmorphologie und
Migrationseffizienz wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen? Um das zu iiberpriifen
wurden die B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf bzw. in 3 unterschiedlichen kollagendsen
Umgebungen (vgl. 2.2.2.) mittels digitaler Zeitraffer-Vidoemikroskopie iiber 30
Stunden gefilmt. Es zeigten sich Unterschiede in der Zellmorphologie und in der

Migrationseffizienz.

3.3.1. Monomeres Kollagen auf 2D Oberfliche

Die glatte, kontinuierliche, homogene, mit fliissigen Kollagenmonomeren beschichtete
2D Oberflache ermoglichte den Zellen 1-2 Stunden nach Versuchsbeginn und nach
Bildung fokaler Adhésionen ein flaches Ausbreiten (spreading) (Abb. 6 C; Film 1)
sowie eine nahezu hindernisfreie Zellwanderung (Film 1). Die Zellen zeigten eine sich
wihrend der Beobachtungszeit dynamisch &dndernde dreieckig, rechteckige,
sterndhnliche oder ovale Form mit Lamellen (Abb. 5 A), von denen eine der Lamellen
mit einsetzender Zellmigration zur Vorderfront wurde (Film 1). Zwischen 70 % und 90
% der B16/F1 GFP-Aktin Zellen wanderten zu jedem Beobachtungszeitpunkt. (Abb. 6
B). Dabei betrug die Migrationsgeschwindigkeit im Schnitt zwischen 0,2-0,3 pm/min.
(Abb. 6 A). Die einzelnen Zellen wanderten auf langen gewundenen Pfaden (Abb. 5 A)
mit einer Mediangeschwindigkeit von 0,25 pm/min (Abb. 5 D, E, F). Die Mobilitit
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betrug dabei zwischen 65 % und 100 % der Beobachtungszeit (Abb. 5 G) mit einem
Medianwert von 89 % (Abb. 5 G, H, I).
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Abbildung 5: Migrationspfade, Zellmorphologie, Geschwindigkeit und Mobilitit
einzelner B16 GFP-Aktin Zellen. A, B, C: Migrationspfade und typische Morphologie
(Inset) wandernder Zellen. D, E, F: Migrationsgeschwindigkeiten der Einzelzellen
innerhalb des Beobachtungszeitraums. G, H, I: Mobilitit der Einzelzellen in Prozent der
Beobachtungszeit. A, D, G: 2D monomeres Kollagen. B, E, H: 2D fibrilldres Kollagen.
C, F, I: 3D Kollagengel. Vgl. Film 1, Film 2, Film 3.

3.3.2. Fibrillires Kollagen auf 2D Oberfliche

Auf der diskontinuierlichen, fibrilliren 2D

Kollagenoberfldche blieben die meisten B16/F1 GFP-Aktin Zellen rund und wanderten

gitterdhnlichen, 16chrigen,
nicht (Film 2; Abb. 6 D). Einige wenige wurden 4-5 Stunden nach Versuchsbeginn
polar und begannen nach 7-8 Stunden zu wandern (nicht gezeigt). Die migrierenden
Zellen zeigten eine spinnendhnliche Morphologie mit langen diinnen Ausldufern,
Pseudopodien, (Film 2; Abb. 5 B) und bewegten sich auf kurzen geraden Pfaden (Abb.

5 B) tiber die Kollagenfasern hinweg. Die Einzelzellen erreichten eine
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Medianmigrationsgeschwindigkeit von 0,06 pm/min (Abb. 5 E) bei einer
Medianmobilitdt von 33 % der Beobachtungszeit (Abb. 5 H). Zu jedem Zeitpunkt
wanderten zwischen 25 % und 45 % der Zellen (Abb. 6 B) mit Geschwindigkeiten
zwischen 0,05 und 0,1 pm/min (Abb. 6 A).
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Abbildung. 6: Migrationsgeschwindigkeit, Mobilitit und typische Morphologien
der B16/F1 GFP-Aktin Zellpopulation zu definierten Zeitpunkten. A:
durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit der Zellpopulation. B: prozentualer Anteil
wandernder Zellen. C, D, E: Zellmorphologie, Standbilder digitaler
Zeitraffervideomikroskopie, nach 9 h auf monomerer Kollagenoberfldache (C), nach 12 h
auf 2D fibrilldrer Kollagenoberfliche (D), nach 19 h im 3D Kollagengel (E).
Diagrammlinien in A, B gestrichelt, monomeres Kollagen; punktiert, 2D fibrilldres
Kollagengel; durchgezogen, 3D Kollagengel. Vgl. Film 1, Film 2, Film 3.
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3.3.3. 3D Kollagenmatrix

Die B16/F1 GFP-Aktin Zellen im 3D Kollagengel zeigten 2-3 Stunden nach
Versuchsbeginn eine spindelférmige (mesenchymale) Morphologie mit einem dicken
Pseudopod (Abb. 6 E) und begannen nach 3-4 Stunden auf geraden Pfaden (Abb. 5 C)
zu wandern (Film 3). Dabei erreichten die Einzelzellen eine
Medianmigrationsgeschwindigkeit von 0,028 pm/min (Abb. 5 F) bei einer
Medianmobilitdt von 16 % der Beobachtungszeit (Abb. 5 I). Zu jedem Zeitpunkt
wanderten zwischen 20 % und 45 % der Zellen (Abb. 6 B) mit einer
Migrationsgeschwindigkeit von 0,05-0,1 um/min (Abb. 6 A). Tabelle 4 zeigt alle

hinsichtlich der Zellmorphologie und Migrationseffizienz analysierten Parameter.

Tabelle 4: Zellmorphologie und Migrationseffizienz wandernder B16/F1 GFP-Aktin

Zellen

Kollagenumgebung 2D monomere 2D fibrillidre 3D fibrillidre
Oberfliche Oberfliche Matrix

Biochemie Kollagen Typ I Kollagen Typ I Kollagen Typ I Kollagen

Biophysik Kollagen fliissiges feste feste
monomeres Kollagenfibrillen | Kollagenfibrillen

Kollagen

analysierte Zellzahl 90 Zellen aus | 90 Zellen aus n=3 | 90 Zellen aus n=3

Versuche n=3 Versuchen Versuchen Versuchen

Migrationspfade lang, gewunden kurz, gerade lang, gerade

Zellmorphologie-Verhiltnis|  rund<polar rund>polar rund>polar

Zellmorphologie oval, flach spinnendhnlich spindelformig,

wandernder Zellen ausgebreitet mesenchymal

Ausléaufer Lamellen Pseudopodien Pseudopodien

Migrationsgeschwindigkeit | 0,1-0,5 pm/min | 0-0,41 pm/min 0-0,3 um/min

Einzelzellen: min-max

Mobilitét der Einzelzellen 65 %-100 % 0-90 % 0-87 %

% locomotion innerhalb der

Beobachtungszeit: min-max

Mobilitét der Einzelzellen 89 % 33 % 16 %

% locomotion innerhalb der

Beobachtungszeit: Median

Migrationsgeschwindigkeit | 0,2-0,3 pm/min | 0,05-0,15 pm/min | 0,05-0,1 pm/min

an einem bestimmten
Zeitpunkt (Durchschnitt)

prozentualer Anteil der
mobilen Zellen an einem
bestimmten Zeitpunkt

70 %-90 %

25 %-45 %

20 %-45 %
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die fibrilliren Kollagenumgebungen
hinsichtlich der Migrationseffizienz die ungiinstigen Umgebungen bieten und die
B16/F1 GFP-Aktin Zellen ihre Morphologie am schnellsten an die 2D monomere
Kollagenumgebung anpassen. Deshalb wandern sie auf monomerem Kollagen fiinfmal
schneller (Abb. 5) als auf bzw. in der fibrilliren Umgebung bei viermal hoherer

Mobilitiit (Abb. 6).

3.3.4. Pseudopodien ermoglichen den B16 GFP-Aktin Zellen auf 2D und in 3D
fibrilliren Kollagenumgebungen zu wandern

Im Gegensatz zur breiten Lamelle als Vorderfront, der ovalen Zellform und des
schmalen Hinterendes auf 2D monomerer Kollagenoberflache bildeten die B16/F1
GFP-Aktin Zellen auf 2D fibrilldiren und in 3D Kollagenmatrices Pseudopodien aus
(Abb. 7 A, B, Stern). Unter der Annahme, dass die Zwei- bzw. Dreidimensionalitét die
Anzahl der Pseudopodien beeinflusst, wurden sie bei je 12 wandernden B16/F1 GFP-
Aktin Zellen auf der 2D fibrilliren Kollagenoberfliche sowie im 3D fibrilldren
Kollagengel mittels digitaler Zeitraffer-Videomikroskopie innerhalb einer
Beobachtungszeit von 20 Stunden ermittelt (Abb. 7 C; Film 2; Film 3).

Auf der 2D fibrillaren Kollagenoberflichen bildeten die Zellen eine spinnendhnliche,
vielgestaltige Form mit multiplen Pseudopodien an Kontaktstellen zu Kollagenfasern,
die als "Hybrid' an die fiir 2D monomere Oberflichen bekannte breite Lamelle
erinnerte. Mindestens 2, maximal 5 Pseudopodien (Median: 3) konnten identifiziert
werden.

Im 3D Kollagengel bildeten die Zellen eine spindelférmigem, fibroblastendhnliche
Zellform (mesenchymal) mit einem dicken Pseudopod in Bewegungsrichtung aus.
Wechselte die Zelle bei der Wanderung die Vorderfront und Migrationsrichtung,
zeigten sich voriibergehend 2 Pseudopodien durch Bildung des zweiten an der
gegeniiberliegenden Seite der urspriinglichen Vorderfront, am urspriinglichen
Hinterende. Dieser wurde dann zur neuen Vorderfront (Film 3). Mindestens 1, maximal

2 Pseudopodien (Median: 1) konnten unterschieden werden (Abb. 7 C).
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Abbildung 7: Morphologie und Pseudopodienzahl wandernder B16/F1 GFP-Aktin
Zellen auf 2D (A) und in 3D (B) fibrilliren Kollagenmatrices. A: Morphologie auf
2D fibrillarer Kollagenoberfldche nach 20 Stunden. B: Morphologie in 3D fibrilldrem
Kollagengel nach 20 Stunden. C: Anzahl der ausgebildeten Pseudopodien wandernder
Einzelzellen. Analysen aus mit Zeitraffer-Videomikroskopie erstellten Filmen (vgl.
Film 2, Film 3). Runde, d.h. nicht polarisierte und migrierende Zellen wurden von der
Analyse ausgeschossen. *, Pseudopodien.

3.3.5. Migrationstypus und Effizienz hochinvasiver MV3 Zellen im Vergleich zu
den B16/F1 GFP-Aktin Zellen

MV3 Zellen sind wenig empfindliche maligne und hochinvasive Tumorzellen, die fiir
die Erforschung der molekularen Mechanismen der Tumorinvasion in vitro und in vivo
eingesetzt werden (Danen et al., 1993, Muijen et al., 1991). In dieser Arbeit wurden
MV3 Zellen (Film 4) als Vergleichszellen zu B16/F1 GFP-Aktin Zellen verwendet.
Untersucht werden sollte, ob Migrationstyp und Effizienz zwischen beiden Zelltypen
vergleichbar sind oder ob tumorzellartspezifische Besonderheiten vorliegen.

MV3 Zellen entwickelten nach 1 h eine spindelférmige (mesenchymale) Morphologie
(Abb. 8 B Inset; Abb. 9 B) und nachfolgender Migration auf geraden, manchmal leicht

gewundener Pfade (Abb. 8 B). Dabei erreichten die Einzelzellen eine im Vergleich zu
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B16/F1 GFP-Aktin Zellen bis zu sechsfach hohere Migrationsgeschwindigkeit (0,18
um/min; Abb. 8 C, D) und einen sechsfach hoheren Anteil wandernder Zellen (80-98%;
Abb. 8 E, F). Im Kulturverlauf behielten beide Zelltypen einen konstanten Anteil
migrierender Zellen und eine gleich hohe Migrationsgeschwindigkeit bei (Abb. 8 G, H).
In beiden Fillen lag eine spindelformige Morphologie bei jedoch unterschiedlicher
Migrationseffizienz vor.

Um zu priifen, ob die unterschiedliche Migrationseffizienz mit einer unterschiedlichen
Anzahl an Pseudopodien assoziiert war, wurden B16/F1 GFP-Aktin (Film 3) und MV3
Zellen (Film 4) nach 20 Stunden Kultur in 3D fibrilliren Kollagenmatrices analysiert.
B16/F1 GFP-Aktin Zellen bildeten 1-3 Pseudopodien (Median: 2) {iberwiegend an der
Vorderfront aus, MV3 Zellen 1 bis 4 Pseudopodien, Median: 2,5 (Abb. 9 A). Hiufig
waren Pseudopodien am Vorderende der MV3 Zellen verzweigt. Passend zur
Elongation des Zellkorpers waren die Migrationspfade von B16/F1 GFP-Aktin Zellen
und MV3 Zellen iiberwiegend geradlinig mit einzelnen scharfen Richtungswechseln,
hiufig in gegenldufiger Richtung (Abb.8 B). In Tabelle 5 sind die Parameter zu
Zellmorphologie, Migrationseffizienz sowie weiteren Kenngrof3en der Migration von
B16/F1 GFP-Aktin und MV3 Zellen zusammengefasst.

Somit entsprechen B16/F1GFP-Aktin Zellen einer mesenchymalen Migration mit
mittlerer bis niedriger Effizienz, wihrend MV3 Zellen als Modell hochinvasiver

mesenchymal wandernder Zellen dienen.
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Abbildung 8: Migrationspfade und Morphologie (A, B), Geschwindigkeit (C, D, G)
und Anteil spontan wandernder Zellen (E, F, H) in B16/F1 GFP-Aktin und MV3
Melanomzellen im 3D Kollagenmatrices. A, B: Migrationspfade iiber 20 h und
reprisentative Morphologie (Detailbild) von B16/F1 GFP-Aktin Zellen und MV3
Zellen. C, D: Haufigkeit der durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit der
Einzelzellen. E, F: Verteilung der mittleren Zeitdauer aktiver Migration von
Einzelzellen in Prozent der Beobachtungszeit. G: Durchschnittliche
Populationsgeschwindigkeit iiber die Beobachtungszeit. H: Prozentualer Anteil
wandernder Zellen der Gesamtzellpopulation im Verlauf der Beobachtungszeit.
Zugrunde gelegt wurden Zellen, die in einem Schrittinterval wenigstens 1,5 um (1
Pixel) gewandert waren. Alle Analysen stammen aus mit Zeitraffer-Videomikroskopie
erstellten Filmen (vgl. Film 3, Film 4). A, C, E: B16/F1 GFP-Aktin Zellen. B, D, F:
MV3 Zellen. Diagramm G, H: punktiert, MV3 Zellen; durchgezogen, B16/F1 GFP-
Aktin Zellen.
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Abbildung 9: Morphologie und Pseudopodienzahl wandernder B16/F1 GFP-Aktin
und MV3 Zellen im 3D Kollagengel. A: Anzahl ausgebildeter Pseudopodien
wandernder Einzelzellen. B: Morphologie der MV3 Zellpopulation nach 11 Stunden. C:
Morphologie der B16/F1 GFP-Aktin Zellpopulation nach 19 (B) und 21 (C ) Stunden.
Die Analysen stammen aus mit Zeitraffer-Videomikroskopie erstellten Filmen (vgl.
Film 3, Film 4). Runde, d.h. nicht polarisierte und migrierende Zellen wurden von der
Analyse ausgeschlossen.

Tabelle 5: Zellmorphologie und Effizienz wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen und
wandernder MV3 Zellen.

Tumorzelltyp B16/F1 GFP-Aktin MV3
Migrationspfade persistent (geradlinig), persistent (geradlinig),
selten spitzwinklige selten spitzwinklige

Richtungsénderungen Richtungsénderungen
spontan wandernder Anteil 0-68 % (Median 15 %) 67-97 % (Median 84 %)
Zellmorphologie spindelformig, spindelformig,
wandernder Zellen mesenchymal, mesenchymal
Auslaufer 1-2 dominante Pseudopodien 1-3 dominante

mit 5 — 10 Filopodien Pseudopodien
Migrationsgeschwindigkeit 0-0,3 pm/min 0,05-0,4 um/min
Einzelzellen: Min-Max (Median 0,03) (Median 0,18)
bekannte Invasivitit (in vivo) niedrig hoch
Matrixproteolyse nicht gezeigt ja

(morphologisch gering)
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3.4. Plastizitit des Aktinzytoskeletts wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen in
Abhéngigkeit von der Struktur der extrazelluliren Matrix

Um Anderungen der Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts wandernder
Tumorzellen zu zeigen, wurden lebende B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf bzw. in den
unter 3.1. beschriebenen Kollagenumgebungen konfokalmikroskopisch beobachtet und

fluoreszenzanalytisch ausgewertet.

3.4.1. 2D mit monomerem Kollagen beschichtete Oberfliche

Auf mit Kollagenmonomeren beschichteten 2D Oberfldchen, die ein homogen glattes
und kontinuierliches Substrat bilden, fanden sich 2 Hauptphanotypen fiir interagierende
und ausgebreitete Zellen: ein iiberwiegend sessiler und ein migrierender Phanotyp.
Runde, nicht polarisierte und nicht migrierende Zellen wurden von der Analyse
ausgeschlossen.

Der sessile nicht wandernde Phanotyp (Film 5) zeigte eine dreieckige bis polygonale
Form (Abb. 10) mit mehreren unabhédngigen Vorderfronten in unterschiedliche
Richtungen. Die Interaktionen zum Substrat entsprachen fokalen Kontakten nahe
duBerer Lamellen und unterhalb des Zellkorpers sowie vereinzelten Stressfasern.
Insbesondere der Rand der Vorderfronten enthielt GFP-Aktin in Form kleiner Spikes
oder fokaler Anordnung, teils in Kontakt mit kleineren Stressfasern (Abb. 10 A-L, *
Stressfasern, Kreis Lamellen).

Der wandernde Phinotyp (Film 6) bildete eine unipolare, kontinuierliche Lamelle als
Vorderfront (Abb. 10 N), die eine kontinuierliche Aktinanreicherung entlang der
Migrationsfront enthielt, passend zu einem Lamellopod (Abb. 10 M-P).
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Abbildung 10: B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf 2D monomerer Kollagenoberfliche.
A-L: sessiler Phanotyp. M-P: wandernder Phinotyp. Konfokalmikroskopische Sequenz
der Fluoreszenz von GFP-Aktin (griin) in lebender B16/F1 GFP-Aktin Zelle nach 5 h
Kulturdauer. *, Aktinfilamente und initiale Stressfasern; weiler Punkt, Zellprotrusionen
/moégliche Vorderfronten; weiler Kreis, F-Aktin-reiche Lamellen unterhalb des
Zellkorpers. Pfeil zeigt in Wanderungsrichtung des migrierenden Phédnotyps. Die
fluoreszenzarme Region im Zellkorper entspricht dem Zellkern. Vgl. Film 5, Film 6.

Das Hinterende enthielt diffus verteiltes Aktin ohne erhebliche Fokalisierung oder
Ruffles (Film 6; Abb. 10 M-P, Pfeil zeigt in Migrationsrichtung). Die semiquantitative
Bildanalyse unterstreicht die polarisierte, auf die Vorderfront konzentrierte und
kontinuierlich in Querrichtung verlaufende Anreicherung von Aktin (Abb. 12 A-C).

Auf monomerem, homogenem 2D Kollagensubstrat wurde somit die Ausbildung
flacher und kontinuierlicher Lamellen gefordert, die im Falle unipolarer Ausbildung zu
Migration, im Falle oligo/multifokaler Lokalisation einen oszillierenden, jedoch

iiberwiegend sessilen Zustand bewirkten.
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Abbildung 11: Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts in wandernden
B16/F1GFP-Aktin Zellen. Wanderung auf 2D versus in 3D fibrillirem Kollagen.
A-C: Sequenz der Anderung der GFP-Aktin Fluoreszenz (Falschfarbe rot) lebender
B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf 2D monomerer Kollagenoberfliche. D-F: Sequenz auf
2D fibrilldrer Kollagenoberfliache. G-1: Sequenz nach Einbettung in eine 3D fibrilldre
Kollagenmatrix. Die Pfeile kennzeichnen die Migrationsrichtung. L, Vorderfront
(leading edge); T, Hinterende (trailing edge); *, Liicke zwischen aktinreichen
Pseudopodien der fragmentierten Vorderfront; weiler Punkt, fingerdhnlichen
aktinreichen Filopodien an der Spitze des dicken Pseudopods; Dreieck,
Konstriktionsringe (vgl. Abb. 12). Vgl. Film 6, Film 7, Film 8.
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3.4.2. Fibrillares Kollagen als 2D Oberfliche

Die Migration iiber 2D fibrilldres Kollagen war mit der Ausbildung mehrerer
Pseudopodien assoziiert (vgl. Abb. 5). Bei hoherer Auflésung entsprach dies einer
»spinnendhnlichen® Zelle mit oligofokalen Pseudopodien bis zu 15 pm Lange und 1-3
pum Durchmesser, die Interaktionen zur diskontinuierlichen fibrilldren Struktur der 2D
Kollagenoberfliche aufnahmen (Abb. 11 D-F). Die Spitzen der Pseudopodien waren
reich an Aktin in direkter Kolokalisation mit Kollagenfasern (Film 7; Abb. 11 D-F).

Anstelle einer kontinuierlichen Lamelle war die Vorderfront zergliedert in mehrere
kleinere Pseudo- und Filopodien, die individuell mit einzelnen Kollagenfasern
interagierten und teils Zug ausiibten (Film 7; Abb. 11 F). Die semiquantitative
Intensitdtsmessungen der Fluoreszenz entlang der Lingsachse und quer zur
fragmentierten Lamelle zeigten eine Serie einzelner Spitzen unterbrochen von Zonen
geringer Intensitdt (Abb. 12 D, E, F). Somit induzierte das diskontinuierliche Muster
des 2D fibrilldren Kollagensubstrats eine Zergliederung von Zellausldufern, die sich

entlang der vorgegebenen Matrixstruktur bewegten.

3.4.3. 3D fibrillire Kollagenmatrix

Die Migration innerhalb der 3D fibrilldren Kollagenmatrix (Film 8) war assoziiert mit
einer spindelformigen Zellform (vgl. Abb. 5), die bei hoherer Auflosung fokal und in
hoher Intensitit Aktin an der Spitze des filhrenden Pseudopods enthielt. Die Spitze des
Pseudopods bestand aus mehreren aktinreichen fingerdhnlichen Filopodien, die mit
hoher Dynamik den Kontakt zu den Kollagenfasern bildeten und wieder auflésten (Film
8; Abb. 11 G, H, I). Fluoreszenzmessungen entlang der Lidngsachse des Zellkorpers
ergaben einen in Wanderungsrichtung plétzlich steil ansteigenden Aktingradienten mit
dem Maximum an der Pseudopodspitze (Abb. 12 G, H, I). Die Fluoreszenzintensitét
quer zur Vorderfront zeigte ein diskontinuierliches Muster mit mehreren Maxima, die
jeweils den aktinreichen Filopodien entsprachen (Abb. 12 G, H, I). Die Lokalisation
und Ausrichtung der Filopodien zu Kollagenfasern ist unter 3.9. weiter ausgefiihrt.
Weiterhin fanden sich fokale Anreicherungen von Aktin entlang des Pseudopods und
hiufig im Bereich des Ubergangs des Pseudopods in den Zellkérper (Abb. 11 G, H, I).
An diesen Stellen, sogenannten Kontriktionsringen, wurde die Zelle von den

Kollagenfasern eingeschniirt oder komprimiert (Abb. 11 G, H, I).
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Abbildung 12: Semiquantitative Darstellung der Fluoreszenzintensitit von GFP-
Aktin in wandernden B16/F1 Zellen auf 2D monomerer (A-C), 2D fibrillirer (D-F)
Kollagenoberfliche und in einer 3D Kollagenmatrix (G-I). C, F, I: relative
Fluoreszenzintensitit entlang der Langsachse der Zelle. B, E, H: relative
Fluoreszenzintensitit entlang der orangefarbenen Linie. Pfeile, Lokalisation der
Interaktion der Vorderfront mit Kollagenfasern.
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Tabelle 6: Morphologische Besonderheiten des Aktinzytoskeletts von B16/F1 GFP-
Aktin Zellen auf bzw. in unterschiedlichen Kollagenumgebungen

2D monomere 2D fibrilliire 3D fibrilliire
Kollagenoberfliche Kollagenoberfliche Kollagenmatrix
Zell- sessil wandernd wandernd wandernd
migration
Zell- dreieckig bis oval, Zellkorper oval, multiple elongiert,
Morpho- polygonal | langlich bis |kleinkalibrige Pseudopodien| spindelférmig,
logie rechteckig (,spinnendhnlich’) ein dominanter
grofBkalibriger
Pseudopod
(,mesenchymal’)
Zell- multipolar unipolar multipolar unipolar
polaritét
Anatomie | kontinuier- | kontinuier- | multiple filopodienreiche | filopodienreiche
der liche liche breite Pseudopodien Pseudopodspitze
Vorder- (kleinere) Lamelle (fragmentierte Lamelle)
front Lamellen
Struktur flache kontinuier- Maximum in den Enden wie 2D
des Lamellen, liche von Pseudopodien fibrilldres
Aktinzyto Ruffles, Lamelle, (Filopodien), keine Kollagen,
skeletts Spikes/Filo- | absteigender Stressfasern, keine zusétzlich
podien, Aktin- Anreicherung im rundlichen | Konstriktions-
fokale gradient nach Zellkorper ringe
Kontakte, hinten;
diskrete einzelne
Stressfasern fokale
Kontakte,
keine
Stressfasern

Somit unterschieden sich sowohl die Zellmorphologie, das Vorhandensein

charakteristischer Aktinstrukturen (Abb. 11) als auch die Anatomie der Vorderfront

(Abb. 12) zwischen den 3 verschiedenen kollagenésen Umgebungen. Nur die 2D

monomere Kollagenoberfliche fordert eine kontinuierliche Lamelle, fibrilldre

Kollagenmatrices begilinstigen grundsétzlich die Ausbildung von Pseudopodien mit

einzelnen Filopodien. Die spindelférmige mesenchymale Morphologie der Zellen

entsteht ausschlieBlich in 3D Kollagenmatrices.
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3.4.4. Lokalisation von Fascin und VASP in Lamellen und Filopodien.

Die Lokalisation von Fascin und VASP sollte als Marker fiir Lamellen und Filopodien
dargestellt werden (Adams et al., 1999; Al-Alwan et al., 2001). Das Férbeprotokoll
wurde zunichst fiir 2D Bedingungen etabliert und anschlieBend fiir Zellen in 3D
Kollagenmatrices eingesetzt. Fascin quervernetzt parallele Aktinfilamente (Abb. 13 A;
Anilkumar et al., 2002; Jawhai et al., 2003; Pinkus et al., 2002; Yamashiro et al., 1998).
VASP sitzt auf der Spitze der Aktinfilamente und unterstiitzt die Aktinnukleation (Abb.
13 F; Bear et al., 2001; Bear at al., 2002; Rottner et al., 1999; Rottner et al, 2001).

s Aktinnukleation an der Spitze

L
Zelllidnge 92um Zellldnge 120um
J Aktin VASP

Jels uSjuI
-Zuazsalon|4
[24

Abbildung 13: Lokalisation von Fascin und VASP in B16/F1 GFP-Aktin Zellen
wihrend der Migration iiber eine 2D mit Kollagenmonomeren beschichteten
Oberfliche. A: Stabilisierung von parallelen Aktinfilamenten durch Fascin. F:
Lokalisation von VASP innerhalb oder an der Spitze von Aktinfilamenten. Konfokale
Fluoreszenzautnahmen von Aktin (B, G), Fascin (C ), VASP (H); Kolokalisation (D, I)
und semiquantitative Analyse der Fluoreszenzintensitit (E, J). Pfeil,
Wanderungsrichtung.
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Auf der 2D monomeren Kollagenoberfliche zeigte die vordere Lamelle eine starke
Kolokalisation der Anreicherung fiir GFP-Aktin (Abb. 13 B) und Fascin (Abb. 13 C).
Nach Aufeinanderlegen der roten Fascin-Fluoreszenz und der griinen GFP-Aktin
Fluoreszenz erschien diese Lamelle als breites gelbes Band (Abb. 13 D), passend zu
einer kontinuierlichen Struktur, in der Aktin und Fascin interagieren. VASP dagegen
zeigt eine fokale Verteilung mit Anreicherung in der aktinreichen vorderen Lamelle
(Abb. 13 H). Wihrend der Migration durch die 3D Kollagenmatrix war in B16/F1 GFP-
Aktin Zellen Fascin mit Aktin in der Spitze des fiihrenden Pseudopods und hier
insbesondere in fingerformigen Filopodien kolokalisiert (Abb. 14 C, D).

VASP war iiberwiegend in fokalisierter Form an der Spitze, seltener in mittleren
Regionen der Filopodien lokalisiert (Abb. 14 G, H). Somit lassen sich die
fingerformigen Enden fiihrender Pseudopodien in wandernden B16/F1 GFP-Aktin
Zellen morphologisch, dynamisch-funktionell wie auch molekular als Filopodien

charakterisieren.
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Abbildung 14: Lokalisation von Fascin (A-D) und VASP (E-H) in B16/F1 GFP-
Aktin Zellen wihrend der Migration in einer 3D fibrilliren Kollagenmatrix. Die
Zellen wurden in 3D Kollagenmatrices einpolymerisiert und nach einer
Inkubationsdauer von 12 h fixiert, gefdrbt und konfokalmikroskopisch analysiert. Die
Bilder wurden von z-Stapeln rekonstruiert. Weitere Details siche Abb. 11.

49



3.5. Hemmung der Aktindynamik und Zellmigration durch pharmakologische
Inhibitoren

Die Invasion und Migration von Tumorzellen sind robuste Prozesse, die sich nur
unvollstindig durch funktionelle Antagonisten wie Proteaseinhibitoren (Wolf et al.,
2003) oder Funktionsblockade von Oberflachenintegrinen (Friedl et al., 2004)
inhibieren lassen. Daher sollte gepriift werden, ob es durch Inhibitoren der
Aktindynamik zu einer vollstindigen Authebung der Zellmigration kommt oder ob eine
residuelle Dynamik (z.B. durch Mikrotubuli oder Intermediirfilamente) zu einer
Zelltranslokation fiihrt. B16/F1 GFP-Aktin Zellen wurden vor und/oder wihrend der
Kultur in 3D Kollagenmatrices mit den Aktin-Inhibitoren Cytochalasin D, Latrunculin
B oder Jasplakinolide (Bindungseigenschaften s. Abb. 1) inkubiert. ZielgroBen waren
Zellmorphologie, Migrationseffizienz, Struktur des Aktinzytoskeletts. Da B16/F1 GFP-
Aktin Zellen nur miBig invasive Tumorzellen reprisentieren, sollten die Befunde

vergleichend fiir stark invasive MV3 Zellen tiberpriift werden.

3.5.1. Blockade des Aktinzytoskeletts verhindert die Ausbildung einer polaren
Zellform und beeintrichtigt die Wanderung von B16/F1 GFP-Aktin Zellen

Nach Etablierung der Dosiswirkungsfunktion (vgl. 2.2.3.) wurden B16/F1 GFP-Aktin
Zellen mit 0,5 pM Cytochalasin D (Film 9), 1 uM Latrunculin B (Film 10) oder 1,5 uM
Jasplakinolide (Film 11) vorinkubiert, in Kollagen zusammen mit Inhibitor
einpolymerisiert und mittels digitaler Zeitraffervideomikroskopie tiber 16 Stunden
beobachtet. Alle 3 Inhibitoren verhinderten in B16/F1 GFP-Aktin Zellen die
Polarisierung, so dass eine runde Morphologie beibehalten wurde (Abb. 16 A, B, C) und
die Migration nahezu vollstindig gehemmt war (Abb. 15 A, B, C). Stattdessen
persistierten im rundlichen Zustand geringe Formverinderungen (,,Oszillieren auf der
Stelle®; Abb. 16; Film 9, Film 10, Film 11), ein Zeichen der erhaltenen Viabilitét. In
hemmstofffreien Kontrollkulturen polarisierten und wanderten zwischen 30 % und
65 % der Zellen spontan (Abb. 15 G, H, I) bei einer Populationsgeschwindigkeit von
0,04 - 0,15 pm/min (Abb. 15 D, E, F). Die spindelférmige Zellmorphologie entsprach
der in Abb, 6 E dargestellten Form. Einzelzellanalysen zeigten, dass weniger als 5 %
der B16/F1 GFP-Aktin Zellen migrierten, eine Maximalgeschwindigkeit bis zu 0,06

pm/min erreichten und somit vereinzelt partielle oder vollstindige Resistenz von
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B16/F1 GFP-Aktin Zellen gegeniiber den Inhibitoren vorlag. Dieser Befund spricht fiir
eine subtotale Hemmung der B16/F1 GFP-Aktin Zellen bei den etablierten
Hemmstoffkonzentrationen. Hohere als die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen
induzierten eine vollstindige Hemmung der Migration ohne Ausnahme, jedoch zugleich

eine deutlich hohere Rate apoptotisch oszillierender Zellen (Blebbing, vgl. 2.2.3.).
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Abbildung 15: Morphologie und Migrationseffizienz der B16/F1 GFP-Aktin Zellen
nach Zugabe von Aktin-Inhibitoren. B16/F1 GFP-Aktin Zellen wurden zusammen
mit 0,5 uM Cytochalasin D (A, D, G; Film 9), 1 uM Latrunculin B (B, E, H; Film 10)
und 1,5 pM Jasplakinolide (C, F, I; Film 11) in 3D Kollagenmatrices einpolymerisiert
und iiber 16 h videomikroskopisch gefilmt. A, B, C: Hellfeldmikroskopie mit
Cytochalasin D (A), Latrunculin B (B) und Jasplakinolide (C) nach 10 h Echtzeit. G, H,
I: prozentualen Anteils wandernder Zellen. D, E, F: Populationsgeschwindigkeit. rosa,
Kontrollzellen; tiirkis, mit Inhibitor inkubierten Zellen. Die Kontrollpopulation
entsprach morphologisch und funktionell der in Abb. 4 E.
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Die Zellmigration wird durch die Aktin-Inhibitoren bei einer hdheren als der
eingesetzten Konzentration vollstindig gehemmt, die jedoch mit dem Uberleben der
Zelle nicht vereinbar ist. Um Artefakte durch Zelltod zu vermeiden, konzentrierten sich

die folgenden Untersuchungen auf subtotal inhibierte jedoch vollstdndig runde Zellen.
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Abbildung 16: Zellmorphologie, Geschwindigkeiten und Mobilitit von B16/F1
GFP-Aktin Zellen unter Hemmstoffwirkung. Morphologie von Einzelzellen und
Effizienz der Migration wéhrend der Inkubation mit Cytochalsin (A), Latrunculin B (B)
und Jasplakinolide (C). D, E, F: Hiufigkeit der Migrationsgeschwindigkeit. G, H, I:
zeitlicher Anteil aktiver Migration der Einzellen in An- (tlirkis) und Abwesenheit (rosa)
der Inhibitoren; Spindelférmige Morphologie der wandernden Kontrollzellen vgl. Abb.
6 E. Methodische Details siehe Abb. 15.

3.5.2. Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts wihrend der Blockade durch
Aktininhibitoren

Konfokale Lebendaufnahmen der B16/F1 GFP-Aktin Zellen zeigten fiir Cytochalasin D
(Abb. 17 A, D, G; Film 12), fiir Latrunculin B (Abb. 17 B, E, H; Film 13) und fiir
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Jasplakinolide (Abb. 17 C, F, I; Film 14) runde oszillierende Zellen ohne Translokation,
die passiv von umgebenden Kollagenfasern beriihrt wurden und damit nicht polare,
passive Zell-Matrix-Kontakte aufwiesen (Abb. 17 A, B, C). Dynamische,
migrationsfordernde Strukturen wie Pseudopodien, Filopodien oder Konstriktionszonen
waren nicht nachweisbar. Dabei zeigte das Aktinzytoskelett eine fiir jeden Hemmstoff

charakteristische Struktur.
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Abbildung 17: Struktur, Matrixkontakte und relative Fluoreszenzintensitiit des
blockierten Aktinzytoskeletts lebender B16/F1 GFP-Aktin Zellen. Inkubation von
B16/F1 GFP-Aktin Zellen zusammen mit 0,5 uM Cytochalasin D (A, D, G; Film 12),
1 uM Latrunculin B (B, E, H; Film 13) und 1,5 uM Jasplakinolide (C, F, I; Film 14)
iiber 12 h im 3D Kollagengel bei 37°C und dynamische konfokalmikroskopische
Analyse iiber 3 weitere Stunden. Simultane Aufnahme der Matrixstruktur (A, B, C) und
Fluoreszenz (A-F). A, B, C: 3D aus 7 horizontalen Einzelschnitten rekonstruiert und als
relative Pixelintensitdt entlang der orangefarbenen Linie analysiert (G, H, I).
* Aktinaggregate aus polymerisiertem Aktin
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Cytochalasin D bindet das Plusende der Aktinfilamente (vgl. 1.2.1.) und verhindert so
deren weitere Polymerisation oder die weitere Verzweigung zu Netzwerken (Abb. 1;
Cooper, et al., 1987; Godette et al., 1986; Ailenberg et al., 2002; Wakatsuki et al.,
2000). In Anwesenheit einer nicht toxischen Konzentration von Cytochalasin D lag
Aktin in Form von zytoplasmatischen intensiv fluoreszierenden Aggregaten, meist
lokalisiert an einem Zellpol im Zytoplasma vor (Abb. 17 A, D, G).

Latrunculin B bindet monomeres Aktin und verhindert so seine Polymerisation zu
Filamenten (vgl. 1.2.1.; Abb. 1; Mortona et al., 2000; Wakatsuki et al., 2000). In
lebenden B16/F1 GFP-Aktin Zellen fiihrte Latrunculin B zu diffus verteiltem, niedrigen
GFP-Aktin-Signal im Zytoplasma ohne fokale Mehranreicherungen oder Aggregation
(Abb. 17 B, E, H; Film 13). Entlang der Zellmembran fanden sich vereinzelte
Aktinaggregate, die fiir eine residuelle Polymerisation nicht besetzter Aktinmonomere
sprechen (Abb. 17 E).

Jasplakinolide bindet Aktinfilamente lateral und stabilisiert diese durch Verhinderung
der Depolymerisation (vgl. 1.2.1.; Abb. 1; Bubb et al., 1994; Bubb et al., 2000; Odaka
et al., 2000; Posey et al., 1999). Unter der Zellmembran fand sich ein ausgeprigter, bis
zu 5 pum dicker Aktinring (Abb. 17 C; Film 14) mit einer hohen relativen
Fluoreszenzintensitit (Abb. 17 F, I).

3.5.3. Struktur des Aktinzytoskeletts in B16/F1 GFP-Aktin Zellen in Anwesenheit
von Aktin-Inhibitoren: Darstellung mit Phalloidin

Da GFP-Aktin zwar die Anreicherung, nicht jedoch den Polymerisationsgrad von Aktin
darstellt, wurden mit Inhibitor inkubierte B16/ F1 GFP-Aktin Zellen zusatzlich fixiert
und mit Phalloidin Alexa-568 auf filamentose Anteile untersucht. Phalloidin bindet
ausschlieBlich polymeres Aktin (vgl. 1.2.1.; Abb. 1) und kompetiert dabei mit der
Bindungsstelle von Jasplakinolide (Senderowizc et al., 1995).

Mit Cytochalasin D (Abb. 18 A) und Latrunculin B (Abb. 18 B) inkubierte Zellen
zeigten bei GFP- und Phalloidin-Signalen eine deutliche zytoplasmatische

Kolokalisation (Abb. 18 A, B).
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Abbildung 18: Vergleichende Darstellung des Aktinzytoskeletts durch GFP-Aktin
und simultane Firbung mit Phalloidin in B16/F1 GFP-Aktin Zellen.
Versuchsbedingungen vgl. Abb. 17. GFP-Aktin (D, E, F), Phalloidin (G, H, I) und
Kolokalisation (A, B, C) nach Inkubation GFP-Aktin mit Cytochalasin D (A, D, G),
Latrunculin B (B, E, H) und Jasplakinolide (C, F, I). Die Zellen wurden anschlieBend
fixiert und mit Phalloidin-Alexa 568 geférbt. J, K, L: Relative Fluoreszenzintensitét
entlang der Linie in (D-I).

Mit Latrunculin B versetzte Zellen zeigten zuséatzlich zu diffus im Zytoplasma verteilten
GFP-Aktin einen diinnen Ring aus Phalloidin-Aktin unterhalb der Zellmembran (Abb.
18 B, H). Dieser Aktin-Ring ergab 2 scharfe Maxima der relativen Fluoreszenzintensitit
wihrend das GFP-Signal eine kontinuierliche Fluoreszenzkurve behielt. Dieser Befund
legt eine Dissoziation von Aktinverteilung und tatsdchlichem Polymerisationsgrad nahe.
In Anwesenheit von Cytochalasin D waren das GFP-Aktin- (Abb. 18 D) und das
Phalloidin-Signal (Abb. 18 G) iiberwiegend kolokalisiert mit deutlichen
zytoplasmatischen Maxima an einem Zellpol, entsprechend der Ansammlung von

Aktinaggregaten (Abb. 18 J). Die starke Kolokalisation der GFP-Aktin- und Phalloidin-
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Signale nach Inhibition der Aktindynamik mit Cytochalasin D und Latrunculin B
impliziert, dass hier Aktin {iberwiegend im polymerisierten Zustand vorlag.

Die Struktur des deutlich verbreiterten kortikalen GFP-Aktin in Anwesenheit von
Jasplakinolide war durch Phalloidin nicht zeitgleich darstellbar (Abb. 18 C, F). Dieser
Befund ist erkldrbar durch die bekannte Kompetition zwischen Phalloidin und
Jasplakinolide in der lateralen Filamentbindung (Senderowizc et al., 1995). Somit war
die Aktinverteilung nach Inhibition der Zellen mit Cytochalasin D und Latrunculin B,
nicht jedoch nach Inhibition der Zellen mit Jasplakinolide mittels Phalloidin
topografisch korrekt darstellbar.

3.5.4. Hemmung von Zellpolarisierung und Migration hochinvasiver, aggressiver
MV3 Melanomzellen durch Aktin-Inhibition

Humane MV3 Zellen wurden jeweils zusammen mit 5 uM Cytochalasin D, 5 uM
Latrunculin B und 5 uM Jasplakinolide in Kollagen einpolymerisiert und mittels
digitaler Zeitraffervideomikroskopie iiber 16 Stunden beobachtet. Analog zu den
B16/F1 GFP-Aktin Zellen zeigten MV3 Zellen fiir Cytochalasin D (Abb. 19 A; Film
15), fiir Latrunculin B (Abb. 19 B; Film 16) und fiir Jasplakinolide (Abb. 19 C; Film 17)
eine runde Morphologie und wurden in ihrer Fihigkeit zu wandern vollstindig
gehemmt. Stattdessen trat ein ,,Oszillieren auf der Stelle auf (Abb. 19 A, B, C; Film 15,
16, 17), das iliber den Beobachtungszeitraum hinweg persistierte und als Zeichen der
erhaltenen Viabilitdit beibehalten wurde. Von den hemmstofffreien
Kontrollpopulationen (vgl. Abb. 9 B; Film 4) wanderten zu jedem Zeitpunkt zwischen
80 % wund 98 % der beobachteten Zellen (Abb. 19 G-I) mit einer
Migrationsgeschwindigkeit zwischen 0,25 - 0,35 pm/min (Abb.19 D-F). Wandernde
Zellen hatte eine spindelformige Morphologie (Abb. 8 B, Inset).
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Abbildung 19: Lebende MV3 Zellen unter Inhibitoreinfluss. Nach
Einpolymerisation lebender MV3 Zellen zusammen mit 5 uM Cytochalasin D (A, D, G;
Film 15), 5 uM Latrunculin B (B, E, H; Film 16) und 5 uM Jasplakinolide (C, F, I; Film
17) wurden diese 16 h videomikroskopisch gefilmt. A-C: Hellfeldmikroskopie mit
Cytochalasin D (A), Latrunculin B (B) und Jasplakinolide (C) nach 10 h Echtzeit. G-I:
prozentualer Anteil wandernder Zellen. D-F: Migrationsgeschwindigkeit. Rosa,
Kontrollzellen; tiirkis, mit Inhibitor versetzte Zellen. Die Kontrollpopulation entspricht
der in Abb. 9 B. Vgl. Film 4.

Einzelzellanalysen ergaben, dass unter Einflu von Cytochalasin D (Abb. 20 D, G),
Latrunculin B (Abb. 20 E, H) und Jasplakinolide (Abb. 20 F, I) bei den etablierten
Konzentrationen von 5 pM keine Zelle wanderte. Die hemmstofffreien
Kontrolleinzelzellen erreichten Migrationsgeschwindigkeiten von 0,22 - 0,27 pm/min
(Abb. 20 D-F) bei einer Mobilitit von 60 — 98 % innerhalb der Beobachtungszeit (Abb.
20 G-I).
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Abbildung 20: Zellmorphologie, Geschwindigkeiten und Mobilitit von einzelnen
MV3 Zellen unter Hemmstoffwirkung. Morphologie und Effizienz der Migration
wiéhrend der Inkubation mit Cytochalasin D (A; Film 15), Latrunculin B (B; Film 16)
und Jasplakinolide (C; Film 17). D-F: Verteilung der Migrationsgeschwindigkeit. G-I:
Verteilung der Mobilitét. rosa, Kontrollzellen; tiirkis, inhibierte Zellen; spindelférmige
Morphologie der Kontrollzellen vgl. Abb. 9 B, Film 4; Methodik vgl. Abb. 19.

3.5.5. Charakteristische Blockade der Aktinpolymerisation fixierter, Phalloidin
gefirbter MV3 Zellen durch die Inhibitoren

Zur Bestitigung der tumorzellartunabhingigen charakteristischen Wirkung der
pharmakologischen Inhibitoren Cytochalasin D, Latrunculin B und Jasplakinolide auf
das Aktinzytoskelett wurden lebende MV3 Zellen zusammen mit den
pharmakologischen Hemmstoffen {iber 12 Stunden im 3D Kollagengel inkubiert,
gewaschen, mit PFA fixiert, mit Phalloidin Alexa 488 gefirbt und
konfokalmikroskopisch dargestellt.

Bei mit 5 pM Cytochalasin D inkubierten MV3 Zellen fanden sich Ansammlungen von
Aggregaten aus polymerisiertem Phalloidin-Aktin mit einer hohen relativen

Fluoreszenzintensitit (Abb. 21 D, G) an einem Zellpol im Zytoplasma (Abb. 21 A, D).
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MV3 Zellen, die mit 5 pM Latrunculin B oder mit 5 uM Jasplakinolide inkubiert
wurden, zeigten einen Phallodin-Aktin-Ring unterhalb der Zellmembran (Abb. 21 B, C,
E, F).
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Abbildung 21: Struktur, Matrixkontakte und relative Fluoreszenzintensitiit des
blockierten Aktinzytoskeletts fixierter, Phalloidin gefirbter MV3 Zellen.
Inkubation von MV3 Zellen zusammen mit 5 uM Cytochalasin D (A, D, G), 5 uM
Latrunculin B (B, E, H) und 5 uM Jasplakinolide (C, F, I). A-C: Matrixstruktur. A-F:
Fluoreszenz. G-I: Relative Fluoreszenzintensitit entlang der orangefarbenen Linie.
Methodik vgl. Abb. 17. Versuchsbedingungen vgl. Abb. 19. * Aktinaggregate.

Die steht im Widerspruch zu den Ergebnissen bei den B16/F1 GFP-Aktin Zellen (vgl.
3.5.3.; Abb. 18 I) und ldsst sich sowohl durch eine konzentrationsabhéngige Steigerung
der Aktinpolymerisation durch Jasplakinolide (Senderowicz et al., 1995) als auch durch
eine kompetitive Hemmung zwischen Jasplakinolide und Phalloidin bei der Bindung an
polymerisierte Aktinfilamente (Abb. 1) aufgrund der héheren Inhibitorkonzentrationen

erklaren (Senderowicz et al., 1995).
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3.5.6. Vergleich der Wirkung der pharmakologischen Hemmstoffe des
Aktinzytoskeletts auf B16/F1 GFP-Aktin Zellen und auf MV3 Zellen

B16/F1 GFP-Aktin Zellen sind bekannt als méBig wandernde, weniger metastogene
Melanomzellen im Vergleich zu den hoch invasiven, rasch metastasierenden humanen
MV3 Melanomzellen (Filder et al., 1975; Fidler und Nicolson, 1976; Fidler und
Nicolson, 1978; Poste et al. 1980; Poste et al. 1981; van Muijen et al. 1991; Danen et
al., 1993). Wihrend fiir die B16/F1 GFP-Aktin Zellen eine subtotale Hemmung der
Zellmigration unter nicht toxischen Bedingungen bei 0,5 uM Cytochalasin D, 1 uM
Latrunculin B und 1,5 uM Jasplakinolide gelang (Tab. 7), waren zur vollstdndigen
Hemmung der Migration von MV3 Zellen bis zu 10fach hohere Konzentrationen
notwendig (Tab. 8). Fiir die B16/F1 GFP-Aktin Zellen wurde ein engerer
Toleranzbereich (Tab. 7) gegeniiber den Inhibitoren als bei den MV3 Zellen gefunden
(Tab. 8). Die Viabilitit betrug bei beiden Zelllinien nach 24-stiindiger Inkubation mit
den Inhibitoren bei Standardkonzentrationen iiber 80 %, jedoch war fiir B16/F1 GFP-

Aktin Zellen die Viabilitdt ab Konzentrationen ab 1,5 uM deutlich verringert.

Tabelle 7: Dosiswirkungsbereich der pharmakologischen Aktininhibitoren fiir B16/F1
GFP-Aktin Zellen

keine Wirkung eingesetzte Dosis | toxische Wirkung
Cytochalasin D 0,2 uM 0,5 uM 1,5 uM
Latrunculin B 0,5 uM 1,0 uM 1,5 uM
Jasplakinolide 1,0 uM 1,5 uM 2,0 uM

Tabelle 8: Konzentrationen der pharmakologischen Hemmstoffe des Aktinzytoskeletts
fiir die MV3 Melanomzellen

keine Wirkung eingesetzte Dosis | toxische Wirkung
Cytochalasin D 1 uM 5 uM 10 uM
Latrunculin B 2 uM 5uM 10 uM
Jasplakinolide 1,5 uM 5 uM 10 uM
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Zellmorphologie, Migrationseffizienz und Struktur des Aktinzytoskeletts zeigten in
beiden Tumorzelllinien nahezu identische Befunde. Ein Unterschied lag in der
Darstellbarkeit des im Zytoplasma vorliegenden monomeren GFP-Aktins in
Anwesenheit von Latrunculin B und Jasplakinolide. GFP-Aktin zeigte eine diffuse
zytoplasmatische Verteilung (Abb. 18 B, E), wiahrend Phalloidin ausschlieBlich
kortikale oder fokalisierte Aktinaggregate darstellte (Abb. 18 B, H). Ein zarter Ring aus
polymerisiertem Aktin unterhalb der Zellmembran zeigte GFP-Aktin bei mit
Jasplakinolide inkubierten B16/F1 GFP-Aktin Zellen (Abb. 18 C, F) und Phalloidin-
Aktin bei MV3 Zellen (Abb. 21 C, F). Warum diese Zone polymerisierten Aktins in
MV3 Zellen, nicht jedoch in B16/F1 GFP-Aktin Zellen darstellbar ist, ist unklar.
Zusammenfassend belegen diese Befunde ein uniformes Muster des Aktinzytoskeletts
nach Zugabe der Inhibitoren in beiden Zelltypen. Der wichtigste Unterschied lag in der
relativen Resistenz von MV3 Zellen, die 10fach hohere Inhibitorkonzentrationen fiir
gleiche Wirksamkeit erforderte.

In Kontrollversuchen wurden die Inhibitoren in den etablierten Konzentrationen nach
einer hemmstofffreien Kulturdauer von 5 Stunden jeweils zu den B16/F1 GFP-Aktin
Zellen und zu den MV3 Zellen gegeben. In beiden Kulturen kam es zu einer Abrundung

der bereits elongierten und migrierenden Zellen mit nachfolgenden Migrationsstop.
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3.6. Messung der Viabilitit der B16 GFP-Aktin Zellen und der MV3 Zellen nach
Ablauf eines Versuches sowie unter Inhibitoreinfluss

Um sicher zu stellen, dass weder die lange Versuchsdauer bei den Migrationsversuchen
noch die eingesetzten Konzentrationen der Inhibitoren des Aktinzytoskeletts einen
zytotoxischen Effekt auf die Zellen wéhrend der Kultur in 3D Kollagenmatrices haben,
wurde die Viabilitdt nach Kollagenaseverdau, Farbung mit Propidiumiodid und
Durchflusszytometrie (siehe 2.6.) untersucht.

Sowohl die B16/F1 GFP-Aktin Zellen als auch die MV3-Zellen iiberlebten eine
Versuchsdauer von 24 Stunden im dreidimensionalen Kollagengel. Zeitgleich mit
Cytochalasin D (0,5 uM), Latrunculin B (1 uM) und Jasplakinolide (1,5 uM)
inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zellen zeigten eine Viabilitdt zwischen 80-90 %, ebenso
die MV3 Zellen bei einer Inhibitorkonzentration von 5 uM (80-91 %). Der Einsatz der
Inhibitoren in den standardisierten Konzentrationen wirkte somit nur funktionell und

nicht zytotoxisch auf die Tumorzelllinien.

3.7. Aktinverteilung migrierender MV3 Zellen

Die Dynamik der Struktur des Aktinzytoskeletts wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen
im 3D Kollagen war fluoreszenzoptisch gut darstellbar. Da jedoch B16/F1 GFP-Aktin
Zellen im 3D Kollagengel nur miBig wandern, wurde zusétzlich die Aktinverteilung
deutlich starker invasiver humaner MV3 Zellen vergleichend beurteilt.

MV3 Zellen wandern mit Hilfe von B1-Integrinen, geklustert an Kontaktstellen zu
Kollagenfasern, und Matrixproteolyse durch die dreidimensionale Umgebung (Friedl et
al., 1997; Maaser et al., 1999). Dabei bilden sie wie die B16/F1 GFP-Aktin Zellen eine
elongierte, spindelformige (mesenchymale) Zellform aus. Die Aktinverteilung fixierter
MV3 Zellen zeigte mehrere wesentliche Unterschiede zu B16/F1 GFP-Aktin Zellen.

An der Spitze des fiihrenden Pseudopods, der genau wie bei den B16/F1 GFP-Aktin
Zellen als definierte Vorderfront diente und im Kontakt mit den Kollagenfasern der
extrazelluldren Umgebung stand, fand sich eine Anhdufung von polymerisiertem Aktin
(Abb. 22 A, D) mit einer hohen relativen Fluoreszenzintensitdt (Abb. 22 A, C) im
Vergleich zum restlichen Zellkorper. Entlang der Zellmembran zeigte sich ein schmaler
Streifen aus F-Aktin mit einem zusitzlichen seitlichen Pseudopod, der durch die

Phalloidinfarbung gut detektiert werden konnte (Abb. 22 A). Aktinfragmente mit einer
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hohen relativen Fluoreszenzintensitét (Abb. 22 A, C) wurden am Hinterende der Zelle
entlang des Migrationspfades in die extrazellulire Umgebung abgeworfen (Abb. 22 D).
Sowohl B16/F1 GFP-Aktin Zellen als auch MV3 Zellen zeigten eine &hnliche
Verteilung des monomeren und polymerisierten Aktins bei der Wanderung durch das
dreidimensionale Kollagengel, was fiir teilweise tumorzellartunabhinige aber dennoch
tumorzellspezifische Migrationsstrategien spricht (Friedl et al., 1998). Es waren jedoch
Varianten hinsichtlich der Menge des F-Aktins und des Recycling zwischen MV3 und
B16/F1 GFP-Aktin Zellen erkennbar. MV3 Zellen haben insgesamt mehr und stirker
fokalisiertes F-Aktin. Bei den B16/F1 GFP-Aktin Zellen findet sich kein Shedding.
Moglicherweise korrelieren die Menge an F-Aktin innerhalb der Zelle sowie die
Féhigkeit zum Abwerfen von Aktin-Zellmembrankomplexen mit der Aggressivitit der

Tumorzelle.

3.8. Struktur des Aktinzytoskeletts und Integrinverteilung in wandernden MV3
Zellen

MV3 Melanomzellen stellen ein gut definiertes Modell des B1-Integrin abhingigen
mesenchymalen Migrationstyps in 3D Kollagenmatrices dar. Daher sollte fiir diesen
Zelltyp gekléart werden, ob die Fokalisierung von B1-Integrinen an Kontaktstellen zu
Kollagenfasern mit einer Aktinakkumulation oder auch Bildung von Stressfasern
einhergeht (Maaser et al., 1997). F-Aktin war in migrierenden MV3 Zellen
ausschlieBlich in Zellprotrusionen in Kontakt mit Kollagenfasern darstellbar, wéhrend
andere Zellregionen nur Hintergrundfluoreszenz zeigten (Abb. 22 A, Pfeilspitzen). B1-
Integrine zeigten eine gleichméfBige Verteilung entlang der gesamten Zellmembran
(Abb. 22 B) mit fokalen Mehranreicherungen in F-Aktin-positiven Zellprotrusionen,
speziell an der Vorderfront der Zelle und in seitlichen Regionen (Abb. 21 B, D,
Pfeilspitzen). Wihrend die F-Aktinverteilung einen Gradienten zwischen Vorder- und
Hinterende aufwies (Abb. 22 A, D), dhnlich zu B16/F1 GFP-Aktin Zellen, war die
Fokalisierung der B1-Integrine unabhingig von der Migrationsrichtung. Das Hinterende
der Zelle zeigte selektive Freisetzung von B1-Integrine, nicht jedoch von F-Aktin (Abb.
22 B, D). Fiir migrierende MV3 Zellen bestiétigte sich somit eine funktionelle Kopplung
zwischen B1-Integrinen im Kontakt zu den Kollagenfasern der extrazelluldren

Umgebung und dem an diesen Stellen polymerisierten Aktinzytoskelett.
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Abbildung 22: Verteilung von F-Aktin und B1-Integrin in wandernden MV3
Zellen in einem 3D Kollagengel. A: F-Aktin. B: B1-Integrin. C: semiquantitative
Bildanalyse der relativen Fluoreszenzintensitit entlang der in A und B eingezeichneten
Linien. D: Kolokalisation von Fluoreszenz und Reflektion. MV3 Melanomzellen in
einer 3D Kollagenmatrix wurden nach 12 h Kulturdauer mit PFA fixiert, gewaschen,
mit Phalloidin-Alexa 488 (griin) und mit anti-B1 AK K20 und 4B4 (rot) gefarbt. Zur
konfokalmikroskopischen Analyse im Migrationszustand wurden Zellen analysiert, die
durch Freisetzung von B1-Integrinen ein eindeutiges Hinterende aufwiesen (B, D, *). L,
Vorderfront (leading edge); T, Hinterende (trailing edge); weiler Pfeil,
Migrationsrichtung.

Um die Umorganisation des Aktinzytoskeletts durch Aktin-Inhibitoren in B16/F1 GFP-
Aktin Zellen fiir MV3 Zellen zu bestdtigen, wurden F-Aktin und B1-Integrine in MV3
Zellen wihrend der Kultur in Anwesenheit von Cytochalasin D, Latrunculin B und
Jasplaklinoide untersucht (Abb. 23). Insbesondere sollte geklirt werden, ob sich durch
direkte Blockade des Aktinzytoskeletts dessen Kopplung an die B1-Integrine aufheben

l4sst.
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Abbildung 23: Verteilung von Aktin und B1-Integrinen in MV3 Melanomzellen
nach Zugabe von Inhibitoren des Aktinzytoskeletts. A, D, G: 5 uM Cytochalasin. B,
E, H: 5 uM Latrunculin B. C, F, I: 5 uM Jasplakinolide. A-I: Darstellung zentraler
Zellschnitte. gelbe Fluoreszenz, Kolokalisation von F-Aktin und B1. Grauwerte in A-C:
Reflexion der Kollagenfasern. J-L: Analyse der relativen Fluoreszenzintensitit von F-
Aktin und B1-Integrinen entlang der orangefarbenen Linie in D-I. Methodik vgl. Abb.
22.

Cytochalasin D induzierte eine starke homogene Kolokalisation von Phalloidin-Aktin
und B1-Integrinen bei zugleich vollstindig aufgehobener Zellpolarisierung (Abb. 22 A).
Intrazelluldire membrannahe Aggregate aus F-Aktin kolokalisierten partiell mit Klustern

aus B1-Integrinen (Abb. 22 A).
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Nach Inhibition mit Latrunculin B (Abb. 22 B) und mit Jasplakinolide (Abb. 22 C)
waren F-Aktin und B1-Integrin homogen entlang der Zellmembran verteilt und
kolokalisiert (Abb. 22 K, L).

Die Blockade des Aktinzytoskeletts entkoppelt die Zelle von der umgebenden ECM,
bewirkt eine Abrundung und eine je nach eingesetztem Inhibitor charakteristische
Verteilung des Aktins in der Zelle. Der Phanotyp dhnelt dem, der nach Blockade von
Oberfliachenintegrinen auftritt (Friedl und Wolf, 2003). Es ist jedoch unklar, in welchem

Bindungszustand Integrine zum Aktinzytoskelett nach Inhibition verbleiben.

3.9. Kraftiibertragung wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf verschiedene
Kollagenumgebungen

Fibroblasten deformieren die extrazelluldre Matrix auf 2D und in 3D und iiben eine
Kraft auf sie aus, die mit Hilfe von Vektoren zu quantifizieren versucht wurde (Petroll
et al., 2003; Petroll et al., 2004). Limitiert sind diese Untersuchungen jedoch durch das
Fehlen der zeitlichen Auflosung der Interaktion der Fibroblasten mit der extrazelluldren
Matrix (vgl. 1.6.). Ankniipfend an Petrolls Untersuchungen wurde in dieser Arbeit die
aktive, dynamische Interaktion des Aktinzytoskeletts {iber oberflichenabhingige,
charakteristische Aktinstrukturen wandernder Tumorzellen auf 2D sowie in 3D
Kollagenumgebungen konfokalmikroskopisch, zeitlich aufgeldst dargestellt (Abb. 24)
und bildanalytisch quantifiziert.

3.9.1. 2D monomere Kollagenoberfliche

Auf der 2D monomeren Kollagenoberfliche bildeten die B16/F1 GFP-Aktin Zellen
nach Adhésion aktinreiche, kontinuierliche Lamellen aus (vgl. 3.4.1.). 2 funktionell
relevante Verteilungsmuster waren darstellbar: a) unipolare Ausbildung und b)
multifokale Lamellen. Bei unipolarer Ausbildung kam es zur Zellmigration (Abb. 25 B;
Film 6;). Der Zellkorper einschlielich Zellkern wurde in Richtung polar ausgerichteter,
,fuhrender Lamellen gezogen (Abb. 25 B; Film 6). Bei gleichzeitig vorliegenden
Lamellen in entgegengesetzte Richtungen hoben sich die Vektoren auf, so dass keine

Netto-Wanderung erfolgte (Abb. 25 A; Film 5).
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Abbildung 24: Diversitit der Zellmorphologie und Ausbildung protrusiver
Kompartimente in Abhéngigkeit von der Biophysik der Kollagenmatrix. Startbilder
einer Filmsequenz wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen. A, B: 2D monomere
Kollagenoberfliache (Film 5, Film 6). C: 2D fibrilldre Kollagenoberfldche (Film 7). D:
3D fibrillire Kollagenmatrix (Film 8). Rot, GFP-Aktin. Griin, Reflexion der
Kollagenfasern. Weille Pfeile, Aktinreiche Vorderfronten unterschiedlicher
Morphologie und Richtung (Lamelli-/Pseudopodien).
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Abbildung 25: Migrationsformen in physikalisch unterschiedlichen
Kollagenumgebungen. A-D: Falschfarbendarstellung konfokaler Fluoreszenzbilder des
GFP-Aktin-Kanals aus Abb. 24 fiir 3 aufeinanderfolgende Zeitpunkte t;, blau; t, griin;
ts, rot; weille Pfeile, aktinreiche Protrusionen (Pseudo-/Lamellipodien); *, Stressfasern;
#, Lamelle unterhalb des Zellkorpers; tiirkisfarbene Pfeilkopfe, Pseudopodien mit
terminalen Filopodien einer fragmentierten Lamelle.

Auf 2D monomerem Kollagen fiihrte die glatte, kontinuierlich-hindernisfreie mit
Kollagen beschichtete Glasoberfliche zur Ausbildung flacher, kontinuierlicher
Lamellen in alle Richtungen (Abb. 25 A, B). Aktive Migration war jedoch tiberwiegend
mit unipolar ausgerichteten Lamellen assoziiert (Abb. 25 B, Film 6). Bei unipolarer
Ausbildung fiihrte eine breite kontinuierliche Lamelle zu einer gerichteten Migration in
Richtung der Lamelle (Abb. 25 B; Film 6). In Phasen aktiver Migration waren selten in
andere Richtungen zeigende Lamellen oder Stressfasern darstellbar (Abb. 25 B). Im
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Falle multipler, teils in unterschiedliche Richtungen zeigende Lamellen folgte trotz

starker Ruffling-Aktivitit ein wenig motiler, oft sessiler Zustand (Abb. 25 A, Film 5).

3.9.2. 2D fibrilliire Kollagenoberfliche

B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf 2D fibrillaren Kollagenoberfldachen (vgl. 3.4.2.) bewegten
sich auf einem hindernisfreien Substrat, das die Ausbildung von Lamellen in alle
Richtungen ermoglichte (Abb. 24 C, Film 7). Aufgrund einer lochrigen,
diskontinuierlichen fibrilliren Oberflichenbeschaffenheit waren Zellprotrusionen in der
Regel schmalbasig fragmentiert und glichen langlichen aktinreichen Pseudopodien mit
multiplen terminalen, fingerférmigen Filopodien, die mit den Kollagenfasern
interagierten (Abb. 25 C, Film 7). Aktive Migration resultierte, wenn die Mehrheit
dieser Pseudopodien polar ausgerichtet war (Abb. 26 A, B tiirkis oder orange). Die
Migrationsrichtung folgte einem mittleren Vektor zwischen den beiden oder mehreren
dominanten Fronten (Abb. 26 B, schwarzer Vektor). Eine Richtungsinderung der
Migration ergab sich dann infolge Anderung der Balance mehrerer Fronten auf der
Basis abnehmender Zahl bzw. Zugkraft von Pseudopodien in die bisherige (Abb. 26,
tiirkise Farbkodierung) und Zunahme in die neu eingeschlagene Richtung (Abb. 26,
orange Farbkodierung). Die Geschwindigkeit des Zellkorpers korrelierte dabei nicht mit
der absoluten Anzahl an Kollagen bindenden Pseudopodien (Abb. 26 D weille Kurve).
Wihrend der Migration kam es zu einer sichtbaren Deformation der Kollagenfasern, die
auf eine Kraftiibertragung der Zelle auf das Substrat schlieBen 14sst. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass sowohl die Reorganisation der ECM, die simple Interaktion
stationdrer Zellen (Petroll et al.; 2003) mit dem Substrat als auch die Zellmigration mit
einer Deformation der Kollagenmatrix einhergehen. Petrolls Beobachtungen an

Fibroblasten (Petroll et al., 2003) wurden somit fiir neoplastische Zellen bestétigt.
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Abbildung 26: Traktionsvektoren, Migrationspfad, Migrationsgeschwindigkeit
und Filopodienzahl einer auf 2D fibrilliren Kollagenoberfliche wandernden
B16/F1 GFP-Aktin Zelle. A: Konfokale Zeitserie (rot: GFP-Aktin; griin:
Kollagenfasern), Pfeile, Hauptvektoren (vgl. 25 B). B: Migrationspfad (schwarz) und zu
Grunde liegende Einzelvektoren (tiirkis, orange). C: Migrationsgeschwindigkeit (weil3)
in Abhdngigkeit von der Anzahl einzelner Pseudo-/Filopodien im Bereich der beiden
Hauptvektoren (tiirkis, orange). Vgl. Film 7.

3.9.3. 3D fibrillires Kollagengel

Im Gegensatz zu den beiden 2D Umgebungen entwickelten sich in 3D
Kollagenmatrices ausschlieBlich spindelformig migrierende Zellen, die 1 bis maximal 3
groflere zylindrische Pseudopodien mit multiplen aktinreichen Interaktionen zu
Kollagenfasern ausbildeten (Abb. 11, 27). In wandernden Zellen bildete reproduzierbar
ein dominanter Pseudopod in Migrationsrichtung Interaktionen mit Kollagenfibrillen
aus und bewegte sich _und den nachfolgenden Zellkdrper  entlang dieser Zugrichtung
(Abb. 30-32). Die Spitze des fithrenden Pseudopods interagierte liber viele kleine

aktinreiche Filopodien mit den Kollagenfasern vor der Vorderfront der Zelle (Film 8).
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Diese polare Ausbildung eines dominanten Pseudopods, der durch Zug an den
Kollagenfasern den Zellkorper nachzieht, war darstellbar fiir migrierende B16/F1 GFP-
Aktin Zellen (Abb. 24 D; Film 8), MV3 Melanomzellen (Abb. 34 A; Film 18; Maaser et
al., 1999) sowie HT-1080 Zellen (Film 19; Wolf et al., 2003). Im Falle der Ausbildung
eines zweiten Pseudopods, in der Regel am entgegengesetzten Zellende, war die
Migration aufgehoben (Abb. 27 A-F; Film 20). Im 3D fibrilliren Kollagengel gab es

aufgrund sterischer Faktoren keinen mittlerer Vektor.

Abbildung 27: Sessiler polarisierter Phianotyp einer B16/F1 GFP-Aktin Zelle im
3D Kollagengel. A-F: Filmsequenz. A: Ausbildung eines Pseudopods in die erwartete
Migrationsrichtung. B-F: Ausbildung eines zweiten Pseudopods am entgegengesetzten
Zellende. Rot, GFP-Aktin; Griin, Reflexion der Kollagenfasern; weille Pfeile,
Zugrichtung der Pseudopodien anhand der Ausrichtung der Kollagenfasern. Vgl. Film
20.

Die Zusammenhédnge zwischen der Interaktion der Filopodien mit Kollagenfasern, der
Matrixdeformation bzw. Translokation der einzelnen Kollagenfasern, der Anreicherung

von Aktin in der Spitze des fithrenden Pseudopods und der resultierende sichtbaren
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Kraftiibertragung sollten im Folgenden semiquantitativ analysiert werden. Dabei
handelt es sich um ein nicht standardisiertes semiquantitatives Modell der
Kraftmessung, da die Ortsédnderung der Kollagenfasern, nicht aber die wirksamen

Krifte gemessen wurden.

3.9.3.1. Wandernde B16/F1 GFP-Aktin Zellen deformieren die Kollagenfasern an der
Vorderfront

Die Interaktion wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen mit den Kollagenfasern der
Vorderfront (vgl. Film 21) wurde mit Hilfe konfokalmikroskopischer
Reflexionssequenzen der Kollagenfasern dargestellt und durch Tracken der
Positionsdnderung einzelner Kollagenfasern anhand markanter Bildpunkte (Pixel)
quantifiziert (vgl. 2.2.8.4.). Es zeigte sich eine deutliche Translokation der getrackten
Kollagenfasern assoziiert mit den Positionen des Pseudopods und einzelner Filopodien
(Abb. 28). Die Kollagenpixel kv20, kv21, kv22 (Film 22) entlang des Hauptpfads
zeigten ein oszillierendes Muster aus Traktion und Relaxation. Individuelle
Kollagenfasern erreichten eine maximale Faserverschiebung von 0,18 um/min bei
Traktion, d.h. Bewegung auf die Zelle zu und 0,2 pm/min bei Relaxation, d.h.
Bewegung von der Zelle weg (Abb. 29 G). Phasen der kontinuierlichen Traktion an den
Kollagenfasern (Abb. 29 G, orange Kurve, 0-45 min) wechselten mit Phasen
alternierender Zyklen aus Traktion und Relaxation (Abb. 29 F, G, orange Kurve 45-90
min). Die gemittelte Verschiebung fiir diese 3 Fasern betrug fiir Traktion 0,12 um/min,
fiir Relaxation ca. 0,1 um/min (Abb. 29 G). Die kontinuierliche Traktion an den
Kollagenfasern folgte dem Muster Traktion — Pause — Traktion — Pause, die
alternierenden Zyklen dem Muster Traktion — Relaxation — Traktion — Relaxation (Abb.

29 F).
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Abbildung 28: xy-Auslenkung einzelner getrackter Kollagenfasern an der
Vorderfront einer wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle. Die xy Position einzelner
markanter Pixel der Kollagenfasern im Matrixareal vor oder dicht neben der
Vorderfront der Zelle wurde mittels digitaler Bildanalyse quantifiziert. Die lineare
Verbindung zwischen den Koordinaten wurde als gerichteter Pfad (farbige Vektoren)
beschrieben. Uberlagerung der Pfade mit einem reprisentativen Reflexionsbild, dem
Startbild der Filmsequenz. Analysiert wurden mehrere Kollagenfasern bzw.
Faserschnittpunkte. Die 3 direkt entlang der Migrationsrichtung (tlirkisfarbene
gestrichelte Linie) liegenden Kollagenpixel (20, 21, 22) wurden fiir weitere Analysen
ausgewdhlt. Vgl. Film 22.
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Abbildung 29: Matrixdeformation an der Vorderfront einer wandernden B16/F1
GFP-AKktin Zelle. A-E: Beispielhafte Darstellung der Bewegung des Kollagenpixels 21
(rotes Quadrat) im Vergleich zu einem unveridnderten Referenzpunkt (weile Pfeile). F:
errechneter Translokationspfad aus dem Mittelwert der Kollagenpixel 20-22 (vgl. Abb.
28). rote Pfeile, Traktion der Zelle an den Kollagenfasern auf den Zellkorper zu; griine
Teilstrecken, Relaxation und Bewegung vom Zellkorper weg; tlirkisfarbene Zahlen, Zeit
(min). G: Geschwindigkeit der Positionsédnderung der Kollagenpixel 20-22. *, Negative
Werte, Traktion; #, positive Werte, Relaxation. Vgl. Film 22.

3.9.3.2. Aktinreiche Filopodien wandernder B16/F1 GFP-Aktin Zellen stehen in einer
dynamischen Interaktion mit den Kollagenfasern der Vorderfront und erzeugen die
vorwadrtstreibende Kraft

Die Bildanalyse zeigte nach Subtraktion von Rot und Griin aus der nativen Sequenz
(Abb. 30 A; Film 23) ein Zuriickbleiben gelber Farbtone an Stellen der Kolokalisation
von Filpodien (rot) und Kollagenfasern (griin) (Abb. 30 B, C; Film 24). Topographisch
und funktionell lieBen sich 2 Phasen unterscheiden: wdhrend die Fldche der

Kolokalisation von Filopodien und Kollagenfasern wéhrend den ersten 40 min der
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Beobachtungszeit kontinuierlich zunahm (Abb. 30, Film 25), lag und zwischen der 40.
und 90. Minute eine konstant hohe Kolokalisation vor (Abb. 31, Film 26).

0 min S5min 10min 15min 20min 25 min 30min 35 min

FEs -
-

Abbildung 30: Phase 1: Zunahme der Kolokalisation von Aktin und
Kollagenfasern an der Vorderfront. A: Originalsequenz (vgl. Film 23) der
Filopodienbewegung (rot) und Reflexionsmuster der Kollagenfasern (griin). B:
Subtraktion aller Rot- und Griinténe und Darstellung kolokalisierter Areale in Gelb
(Film 24). C: Subtraktion aller Grautone und selektive Extraktion kolokalisierter Pixel
(Film 25). D: Schwellenwertdarstellung aller kolokalisierten Pixel > Pixelwert 160 fiir
die semiquantitative Messung aller kolokalisierten Pixel als Mal} fiir die Intensitit und
Stiarke der Kolokalisation (Film 26). Zahlen, Anzahl kolokalisierter Pixel (vgl. Abb. 31
und 32 B).
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Abbildung 31: Phase 2: Konstante Kolokalisation der aktinreicher Filopodien mit
Kollagenfasern an der Vorderfront einer wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle.
Die Analyse erfolgte wie unter Abb. 30 beschrieben.

Eine detaillierte morphometrische Analyse der Position der zugrunde liegenden
Prozesse zeigte, dass die Kolokalisation iiberwiegend aus 2 Formen der Interaktion
resultierten: a) punktformiger Kontakt eines Filopods mit einer Faser (Abb. 32 A) oder
b) Anlagerung eines Filopods entlang einer Kollagenfaser, d.h. Topologie parallel zur
Matrixstruktur. Der zeitliche Verlauf der zunehmend kolokalisierten Pixel korrelierte
dabei liberwiegend mit der Zunahme und mit einem Plateau der Anzahl der Filopodien
mit parallelem Kollagenfaserkontakt (Abb. 32 B; 0-40 min). Die Werte schwankten
zwischen 2 bis 5 parallel mit Kollagenfasern interagierenden Filopodien (Abb. 32 B).
Das Prinzip der oszillierenden Interaktion wurde fiir eine migrierende MV3 Zelle

bestdtigt (vgl. 3.9.4.; Abb. 34, Abb. 35).
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Abbildung 32: Quantifizierung der Kolokalisation aktinreicher Filopodien mit
Kollagenfasern. A: Morphologische Klassifikation der Interaktion von Filopodien mit
Kollagenfasern als fehlend, fokal/punktuell oder in paralleler Ausrichtung. B: Zunahme
parallel zu Kollagenfasern orientierter Filopodien von Schritt zu Schritt und Korrelation
mit der Anzahl kolokalisierter Pixel (vgl. Abb. 30 und 31, D).

3.9.3.3. B16/F1 GFP-Aktin Zellen wandern mit einer optimalen Zellldnge in
Extensions- und Retraktionszyklen durch die 3D Kollagenumgebung

Die morphologische Analyse der Zelllinge wahrend der Migration der B16/F1 GFP-
Aktin Zelle zeigte 2 dynamische Zustinde (Film 8; Abb. 33 B): eine Phase der
Liangenzunahme bzw. der Zelldehnung (Abb. 33 B, 0-40 min) und eine zweite Phase
der Migration bei gleichbleibender Zelllinge (Abb. 33 B, 40-90 min).

Wihrend der Langenzunahme bzw. Dehnung wanderte nur die Vorderfront (Film 8,
Abb. 33 B griine Kurve) in Zyklen aus Extension (Bewegung in Migrationsrichtung),
Stillstand und teils Retraktion (Wiedereinziehen der ausgestreckten Vorderfront),
wihrend Zellkorper und Hinterende keiner Positionsdnderung unterlagen. Wahrend der
Extension wurden fiir die Vorwértsbewegung der Vorderfront (Abb. 33 B, griine Kurve,
positive Werte) Geschwindigkeiten bis zu 0,8 um/min erreicht, die Retraktion (Abb. 33

B, griine Kurve, negative Werte) erfolgte mit Geschwindigkeiten bis zu 0,4 pm/min.
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Die in dieser Phase durch die Vorderfront zuriickgelegte Strecke betrug 10 pm. Das
Hinterende blieb wihrend der ersten 20 Beobachtungsminuten unbeweglich und folgte
dann der Vorfront mit Maximalgeschwindigkeiten von bis zu 0,4 um/min (Abb. 33 B,
rote Kurve). Dabei legte es eine Strecke von 5 pm zuriick. Aufgrund der Differenz der
Migrationsstrecke zwischen Vorderfront und Hinterende wuchs die Zelle auf eine Lange
von 80 um, bei der sie von der Extensionsphase in die Migrationsphase iiberging. Die
Zellbewegung anschlieBend war diskontinuierlich und oszillierend und resultierte aus
Extension der Vorderfront (Abb. 33 B, griine Kurve) zeitlich versetzt gefolgt von der
Bewegung des Hinterendes mit Maximalgeschwindigkeiten bis zu 0,5 pum/min (Abb. 33
B, rote Kurve), wobei die Vorderfront pausierte. Die kumulativ von Vorderfront und

Hinterende zuriickgelegte Strecke betrug ca. 15 pm.

3.9.3.4. Der Zug der Filopodien der Vorderfront an den Kollagenfasern bestimmt die
polar elongierte (mesenchymale) Zellform durch 3D Kollagengel wandernder B16/F1
GFP-Aktin Zellen

Die Sequenz der Befunde lédsst sich in eine zeitliche Abfolge der Wanderung von
B16/F1 GFP-Aktin Zellen durch eine 3D Kollagenmatrix bringen (Abb. 36):

(1) Zugabhdingige Extension eines Pseudopods und Elongation der Zelle:
Kraftgeneration iiber eine zunehmende Anzahl Filopodien mit parallelem Kontakt zu
den Kollagenfasern fiihrt zu einem stufenweisen Zug der Zelle an den Kollagenfasern,
teils unterbrochen von kurzen Pausen, jedoch ohne Relaxation, wéhrend das Hinterende

zunachst immobil bleibt.
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Abbildung 33: Kollagenfaserverschiebung (A), Geschwindigkeit von Vorderfront,
Hinterende und assoziierte Zellliinge (B) sowie Anzahl, Positionierung und
Kolokalisation aktinreicher Filopodien mit Kollagenfasern (C). A: Dynamik der
Kollagenfaserbewegung an der Vorderfront der wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle,
Analyse von Traktion und Relaxation (vgl. Abb. 29), Vergleich aller analysierter
Kollagenfasern (hellorange) sowie der 3 direkt in Migrationsrichtung liegenden Fasern
(20-22, Abb. 28). B: Geschwindigkeit der Vorderfront (hellgriin) mit Phasen der
Extension und Retraktion; Geschwindigkeit des Hinterendes (rot); zuriick gelegte
Strecke der Vorderfront (dunkelgriin); zuriickgelegte Distanz des Hinterendes (rosa);
resultierende Zellldnge (blau). C: Filopodien mit fokalem (rosa), parallelem (graugriin)
und ohne (hellblau) Kontakt zu den Kollagenfasern; kolokalisierte Pixel (gelbbraun)
(Abb. 32); * Pfeile, assoziierte Phasen der Extension der Zellfront und Retraktion des
Hinterendes, wodurch Nettobewegung resultiert.

Die Kraftgenerierung an der Vorderfront erfolgt durch eine variable Anzahl von 2-5
Filopodien, die sich parallel zu Kollagenfasern anlagern und iiber Zug eine reversible

Deformation der ECM ausiiben.
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(2) Ubergangsphase bei maximaler Zelllinge: Erreichen einer konstanten Zelllinge die
im weiteren Verlauf mit beginnender Bewegung des Hinterendes gleichzeitiger
Bewegung der Vorderfront beibehalten wird.

(3) Migration der gesamten Zelle: fortgesetzter Zug der Vorderfront iiber 3-5
krafterzeugende Filopodien entsteht durch Extensions- und Relaxationszyklen, gefolgt
von einer diskontinuierlichen Retraktion des Hinterendes mit 5-10 min Latenz (Abb. 33

B, Pfeile).

3.9.4. Deformation der Kollagenfasern durch wandernde MV3 Zelle

Um die Ubertragbarkeit dieses Prinzips auf andere Tumorzellen zu testen, wurden im
Verlauf der Studien diese Parameter fiir humane MV3 Zellen untersucht (Abb. 34 und
35). Die konfokalmikroskopische Beobachtung einer durch die 3D Kollagenmatrix
wandernden MV3 Zelle zeigte eine dhnliche Interaktion der Vorderfront mit den
Kollagenfasern wie die durch 3D Kollagenmatrix wandernde B16/F1 GFP-Aktin Zelle
(Abb. 34; Film 18). Die MV3 Zelle wurde wihrend der Phase der Migration bei bereits
extendierter Morphologie analysiert.

Entlang des Hauptpfads wurden je 2 Kollagenpixel gemessen und als Mittelwerte (1-2;
3-4) dargestellt (Abb. 34; Film 27). Die Verlagerung von Kollagenfasern war reversibel,
entsprechend dem Wechsel von Traktion und Relaxation. Die
Translokationsgeschwindigkeit einzelner Kollagenfasern (Abb. 34 B-E) lag bei
maximal 0,4 pm/min Traktion und 0,4 pm/min Relaxation (Abb. 35 C) und somit in
einer zu B16/F1 GFP-Aktin Zellen vergleichbaren Gréfenordnung. Die Pfade der
beiden fiktiven Kollagenpixel 1-2 (Abb. 35 A) und 3-4 (Abb. 35 B) zeigten Zyklen
stiarkerer Auslenkung aus Traktion und Relaxation als die Pfade der Kollagenpixel der
B16/F1 GFP-Aktin Zelle (Abb. 29 G). Analysen zur Migration der Vorderfront, des
Hinterendes und der Zelldehnung wurden nicht erhoben werden, da die konfokale
Aufnahme nur einen zentralen Schnitt durch die leicht diagonal liegende MV3 Zelle und
die Kollagenmatrix und somit das Hinterende nicht komplett erfasst war. Eine
Verkiirzung der MV3 Zelle wiirde hier félschlich als Kontraktion missinterpretiert

werden.
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Die Darstellung des MV3 Zellkorpers erfolgte durch Markierung von CD44, somit
waren keine Riickschliisse auf Interaktion aktinreicher Filopodien mit Kollagenfasern

moglich.

Kv1 ko2 kv lovl-2 kv3-4

Abbildung 34: Pfade der getrackten Kollagenpixel an der Vorderfront einer
wandernden MV3 Zelle. A: Startbild der Sequenz der wandernden MV3 Zelle. B:
Pfade der getrackten und fiktiven Kollagenpixel (kv1, kv2, kv3, kv4, kv1-2, kv3-4,
kvf).C-E: Sequenz des getrackten Kollagenpixels kv2 (schwarzes Quadrat im
Rechteck). Griin, Kollagenfasern; Rot, CD44. Weitere Einzelheiten, siche Abb. 28. Vgl.
Film 18

Zusammenfassend deformieren sowohl murine B16/F1 GFP-Aktin Melanomzellen als
auch humane MV3 Melanomzellen mittels Filopodien an der Vorderfront die
Kollagenfasern wéahrend ihrer Wanderung durch die 3D Matrix infolge von Traktions-

und Relaxationszyklen.
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Abbildung 35: Traktion und Relaxation der Kollagenmatrix an der Vorderfront
einer wandernden MV3 Zelle. A, B: Translokationspfade als Mittelwert zweier
getrackter Kollagenpixel (A, 1+2; B, 3+4); rote Pfeile, Zug der Kollagenfasern auf den
Zellkorper zu; griine Teilstrecken, Relaxation; schwarze Pfeile, Wanderungsrichtung
der Zelle; tirkisfarbene Zahlen, Zeit (min). C: Faserverschiebung der fiktiven
Kollagenpixel kv1-2 und kv3-4; negative Werte, Traktion; positive Werte, Relaxation
der Kollagenfasern
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4. Diskussion

Zellmigration ist eine wesentliche Voraussetzung fiir die Dissemination von
Tumorzellen und nachfolgende Metastasierung in den Korper (Friedl und Wolf, 2003;
Chambers et al., 2002). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich am B16
Melanommodell mit 3 wesentlichen Aspekten der Tumorzellbewegung, (1) die
Bedeutung der biophysikalischen Struktur der extrazelluldiren Matrix auf
Migrationsform und -effizienz , (2) die Plastizitit des Aktinzytoskeletts in Antwort auf
unterschiedliche Matrixumgebung und (3) die Effizienz der Migrationshemmung durch
Aktininhibition. Die Befunde legen eine erstaunliche Anpassung der Effizienz und Art
der Zellbewegung wie auch der Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts in Antwort
auf strukturell verschiedene Umgebungsbedingungen nahe und zeigen dariiber hinaus

hochaufgeldst neue Aspekte der Biomechanik der Zellmigration in 3D Gewebe.

4.1. Unterschiedliche Migrationsformen in 2D und 3D Modellen

Technisch leicht zu handhabende 2D Migrationsmodelle werden in der Literatur
vielfach fiir Migrations- und fiir Aktinstudien eingesetzt. Stérker als erwartet haben
sowohl die biophysikalische Beschaffenheit der Oberflichenbeschichtung, als auch ihre
rdumlich Anordnung einen Einfluss auf Zellmorphologie, Zytoskelettstruktur, Art und

Effizienz der Zellmigration.

4.1.1. In vitro Rekonstruktion unterschiedlicher Kollagenstrukturen

Zur biophysikalischen Modulation der Struktur von Kollagen, dem wichtigsten
Bestandteil extrazelluldrer Matrix im interstiticllen Gewebe, wurden unterschiedliche
Migrationsbedingungen fiir B16 Zellen in vitro etabliert:

- 2D monomeres, nicht polymerisiertes Kollagen als relativ unphysiologische,
relieflose, glatte Oberfldche auf einem starren Glastrdger. Dieses Substrat entspricht
dem weit verbreiteten Ansatz der Beschichtung von 2D Oberflichen mit ECM-
Komponenten fiir Adhisions- und Migrationsstudien.

- 2D fibrilldres Kollagen bestehend aus polymeren Fibrillen, auf welche Zellen gesetzt

werden. Es ahmt die Elastizitit und liickenhafte Struktur der ECM im lebenden
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Organismus nach, bietet nur der Zellunterseite eine Interaktionsmdoglichkeit und wenig
bis keinen physikalischen Widerstand, solange die Zellen entlang der Oberfldache
migrieren.

- 3D fibrilldres Kollagen, in welches Zellen einpolymerisiert werden. Es entspricht in
groffitem MaBe der 3D Architektur des Bindegewebes (Stoitzner, 2001) und vereint
Elastizitdt, multifokalen Anhaftungspunkte und physikalischen Widerstand fiir
migrierende Zellen infolge des dreidimensionalen Netzwerks.

Alle 3 ECM Typen werden in der Literatur fiir Migrationsstudien eingesetzt (Sahai et
al., 2005; Petroll et al, 2003; Ballestrem und Wehrle-Haller, 1998; Grinnell et al., 2003;
Cukierman et al., 2001; Petroll et al., 2004), jedoch bisher nicht direkt auf Struktur und
Funktion des Aktinzytoskeletts und ihren Einfluf3 auf die Zellmigration miteinander

verglichen.

4.1.2. Plastizitit von Zellmorphologie und resultierende Migrationseffizienz in
Antwort auf die Umgebungsstruktur der ECM

Bisher geht man davon aus, dass die Zellform Ergebnis des molekularen Repertoires der
Zelle ist, sodass molekulare Regulatoren zur Bildung einer ,,zelltypischen
Aktinstruktur flihren, angepasst an die jeweilige Zelldifferenzierung und -funktion
sowie extrazelluldre Signale (Adams et al., 2001).

In dieser Arbeit wurde anhand von B16 Zellen aus derselben Ausgangskultur gezeigt,
dass die biophysikalische Beschaffenheit der ECM einen wesentlichen Einfluss auf die
Differenzierung und den (tempordren) Endzustand der Zellmorphologie ausiibt.

Die Zellen legen sich eng an die vorgegebene Struktur der ECM, erhalten
Umgebungsreize durch die jeweilige extrazelluldre Kollagenstruktur und nehmen — fast
spiegelbildlich — eine jeweils charakteristische aber unterschiedliche Migrationsform an
(Abb. 11). Auf einer glatten 2D Oberflidche breiten sich die Zellen gefordert durch eine
Lamelle flach aus, auf 2D oder in 3D fibrillirem Kollagen wachsen stattdessen
Filopodien entlang von Kollagenfibrillen. Der Zellkorper gleitet hierbei in allen
Umgebungen bevorzugt entlang praformierter Strukturen, etwa oberhalb der 2D
monomeren oder 2D fibrilliren Oberfliche oder durch groBeren Liicken der 3D

fibrilliren Umgebung hindurch.
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Die gleichméBige Ligandenkonfiguration auf 2D monomerer Kollagenoberfliche
ermOglicht offenbar das schnelle Umsetzen fokaler Adhédsionszonen und bietet dem
Zellkorper ein hindernisarmes Substrat, wodurch S5fach hdhere
Migrationsgeschwindigkeiten als auf oder in fibrilldirem Kollagen resultieren.

Die 2D fibrillire Kollagenoberfliche bietet dem Zellkorper ein vergleichbar
hindernisarmes Substrat, jedoch verhindert die fibrillire Anordnung der Kollagenfasern
die Ausbildung einer kontinuierlichen Lamelle. Stattdessen bildet eine Vielzahl
dynamischer Pseudopodien und Filopodien kleinere und morphologisch ldngliche
Kontaktregionen zu individuellen Fasern aus. Diese zergliederte Vorderfront entspricht
moglicherweise einer kontinuierlichen Lamelle, die — substratinduziert - nun eine
diskontinuierliche Front mit mehreren Pseudopodien und terminalen Filopodien mit
Faserkontakt iiberging. Die Ausbildung und Koordination dieser streng entlang der
Kollagenfasern auseinanderlaufenden Pseudo- und Filopodien resultiert in einer
spinnendhnlichen Morphologie und, trotz starker Dynamik jedes einzelnen Pseudopods,
insgesamt erheblichen Beeintrdchtigung der Migrationseffizienz auf 2D fibrilldrer
Kollagenoberflache.

Das 3D fibrilldre Kollagensubstrat bietet zusétzlich zur fibrilldren filopodienférdernden
Gertiststruktur der Kollagenfasern auch ein dreidimensionales Netzwerk, das dem
bewegenden Zellkorper als Hindernis entgegenwirkt. Diese Barriere wird durch genaues
Ausfiillen vorhandener Matrixliicken, ,,schlangenartiges Hindurchwinden des
Zellkorpers reduziert, so dass eine schlanke, spindelférmige Gestalt resultiert. Haufig
parallel entlang einzelner Kollagenfasern entwickeln sich ca. 3-5 endstdndige
oszillierende Filopodien je Pseudopod (wegen Platzmangel) facherférmig, binden
kurzfristig stabil an die Kollagenfasern, vermitteln Zug und Matrixdeformation infolge
der Zellkontraktilitdt, und lassen (gleichsam den Fingern einer Hand) die Fasern wieder
los um einen neuen Kontakt aufzubauen. So verringert sich das Hindernis durch
Formanpassung und es entseht zusitzlich Halt und ein Gegenpol fiir die Migration.

Im Vergleich zu 2D kontinuierlichen Oberflichen war auch in 3D fibrillirer Umgebung
die Migrationsgeschwindigkeit 5fach verringert, jedoch auf vergleichbarem Niveau zur
2D fibrilldren Kollagenoberfliache. Dies konnte darauf hinweisen, dass Ausbildung von
Filopodien entlang von Kollagenfasern im Gegensatz zur Ausbildung von Lamellen ein

komplexerer, diskontinuierlicher Prozess als das kontinuierliche Gleiten einer Lamelle
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iiber die Oberfldche. Durch hochaufgeloste Rekonstruktion wurden im Rahmen dieser
Arbeit 3 unterschiedliche Zustinde der Filopodien identifiziert: frei ohne
Substratbindung, punktférmige Beriithrung einer Kollagenfaser in unterschiedlichem
Winkel und parallele Ausrichtung entlang einer Kollagenfaser. Mdoglicherweise
verzogert die biomechanisch komplexe Sequenz der initialen Beriihrung gefolgt von
Anhaftung, Traktionsphase und Losung des Filopods vom Substrat die Koordination
von Pseudopodwachstum und Kontraktilitit der Zelle, dass die Vorwirtsbewegung zwar
gerichtet aber verlangsamt ablduft, verglichen mit der Migration iiber kontinuierlich
angeordnete Oberflidchen desselben Liganden.

Demzufolge beeinflusst die rdumliche Anordnung (flach versus fibrilldr) sowie die
Form und GroBe der Kontaktregion die Form und Umsatzrate der zelluldren
Kontaktfliche und damit Zellform wéhrend der Migration und Migrationseffizienz.

Die in vivo Relevanz von Kulturmodellen wird seit Jahren intensiv diskutiert (Friedl
und Brocker, 2000; Abbott et al., 2004).Der hier gezeigte sehr flache, ausgebreitete
Migrationstyp auf 2D monomerem Kollagen entspricht dem vieler publizierter Beispiele
mit B16, aber auch anderen Zellen (Ballestrem und Wehrle-Haller, 1998; Petroll et al.,
2003). In vivo ist diese Morphologie nur typisch fiir die vordere Front migrierender
Keratinozyten iiber eine Wundmatrix, nicht jedoch fiir Zellen, die durch 3D Matrix
hindurchwandern, so dass hier zur Ubertragbarkeit der Befunde 3D Modelle bevorzugt

werden sollten.
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Anordnung der 2D versus
Kollagenfibrillen Monomer, diffus versus Fibrilldr, netzartig

Keine Liicken, glatt, Liicken,
Kollagenstruktur kontinuierlich diskontinuierlich
Vorderfront Lamelle / Filopodien —» /
Zellkdrper i Pseudopod

Zellkdrper ! o -

' ausgebreitet, ™~ ',
rund ¥

Hinterende = schlank

Migrationseffizienz niedrig 204m

Abbildung 36: Zellmorphologie in Abhiangigkeit von der Struktur der
extrazelluliiren Matrix.

4.2. Dynamik der Biophysik wihrend der Migration

Zellmigration erfordert nicht nur dynamische Interaktionen von Lamellen und
Filopodien mit der extrazelluldiren Umgebung bei ruhendem, statischen Zellkorper,
sondern vor allem die Umwandlung und Integration dieser dynamischen Interaktionen
in einen aktiven Migrationsablauf. Mehrere Techniken erlauben die direkte Messung
der Substratformation durch Zellen wéahrend der Migration: mit Silikon beschichtete 2D
Substrate, welche durch Zug oder Dehnung von Zellen verformt werden (Harris et al.,
1980; Lee et al., 1994; Oliver et al., 1995), 2D fibrillare Kollagenoberflichen (Roy et
al., 1997; Petroll et al., 2003) und 3D Kollagenumgebungen (Petroll et al., 2004; Maaser
et al., 1999). Fiir diese Arbeit wurde die Verformung von 3D Kollagenmatrices wéhrend
der Zellmigration untersucht, da dies die groBtmogliche Anndherung an die

extrazelluldre Matrix in vivo erlaubt.
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4.2.1. Aktinreiche Filopodien der Vorderfront erzeugen die zur Zellmigration
notwendige Kraft durch Biindelung und Zug an Kollagenfasern.

Die Migration einer B16/F1 GFP-Aktin Zelle lédsst statische und dynamische
subzelluldre Zonen und Phasen erkennen.

Dynamische Zonen sind Bereiche des Zellkdrpers an denen Zellprotrusionen
ausgebildet, morphologisch umgewandelt, eingezogen und bewegt werden bei
ruhendem Gesamtzellkorper. Sie entstehen z.B. an der Vorderfront in Vorbereitung auf
die Zellmigration. Statische Zonen sind Bereiche des Zellkorpers, die passiv ruhen bzw.
in denen keinerlei Aktivitdt hinsichtlich der Zellmigration stattfindet, z.B. das
Hinterende der Zelle. Statische Phasen sind Phasen, in denen der Zellkérper ruht und
sowohl statische als auch dynamische Zonen aufweist, z.B. vor Migrationsbeginn.
Dynamische Phasen sind Phasen, in denen der Zellkorper bewegt wird, also Phasen der
eigentlichen Zellmigration (Abb. 36). Der fiir die Zellmigration notwendige Kraftautbau
findet wihrend der statischen Phasen an dynamischen Zonen, z.B. an der Vorderfront
vor Migrationsbeginn und im Zellinneren statt. Dabei kommt es zur Translokation der
einzelnen Kollagenfasern auf die Zelle zu, wie sie Grinnell 2003 beschreibt (Grinnell et
al., 2003). Hierbei sind erhohter Zug und Anzahl zeitgleich an Kollagenfasern
gebundene Filopodien stark korreliert. Eine groere Anzahl zeitgleich gebundener
Filopodien gibt die fiir die Kraftentwicklung notwendige Stabilitit.

In der statischen Phase kommt es an der Vorderfront zur Pseudopodextension mit
intermittierender Anhaftung von zahlenmifig zunehmenden Filopodien an
Kollagenfasern sowie daraus resultierend zu deren Biindelung bis ein paralleler Filopod-
Kollagenfaserkontakt moglich ist (Abb. 37, Phase 1). Durch zeitgleiche
Langenzunahme der Zelle wird sowohl Stabilitdt an Kontaktstellen zur Kollagenmatrix,
als auch eine Spannung innerhalb des Zellkorpers erzeugt (Abb. 37, Phase 2), die erst
durch Zellkontraktion mit Nachziehen des Hinterendes aufgelost wird (Abb. 37, Phase
2). Die Befunde von Grinnell und Petroll wurden direkt bestitigt.
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4.2.2. Durch passives Nachziehen des Hinterendes entsteht ein Migrationsablauf in
Zyklen aus Kollagenfasertraktion, Zellextension und Migration

Zur Aufrechterhaltung der Zellmigration ist die stdndige Wiederholung dieses oben
beschriebenen Migrationszyklus notwendig (Abb. 37, Phase 3). Dies wird durch die
Persistenz einer optimalen Filopodienzahl, die Kollagenfasern biindeln bei optimaler
Zelldehnung in Traktions- und Retraktionszyklen bewirkt.

Dieser Zyklus ist insbesondere auch an der Zelldnge infolge bipolarer Anhaftung und
Zelldehnung erkennbar. So ermdglicht der Aufbau einer Spannung innerhalb des
Zellkorpers iber eine Retraktion des Hinterendes die Zellmigration bewirkt.

Humane MV3 Melanomzellen und humane Fibrosarkomzellen zeigen zyklische Phasen
im Kollagendeformitdtsassay, so dass moglicherweise ein grundsitzliches Prinzip fiir

stark adhdsionsbetonte, mesenchymale Zellmigration vorliegt.

1. Zugabhéngige Zelldehnung

e zunehmende Anzahl von
Filopodien mit parallelem Kontakt
zu Kollagenfasern

o stufenweiser Zug, ggf. kurze
Pausen der Traktion

e Hinterende zunadchst unbeweglich
* Zelllange wachst

® elongierte Zellmorphologie
erreicht

« beginnende Retraktion des
Hinterendes

e Persistenz von 3-5 traktions-
erzeugenden Filopodien

e oszillierende Traktions- und
Relaxationszyklen (5-10 min)

o diskontinuierliche Retraktion des
Hinterendes (5-10 min Abstand zu
anteriorer Traktion)

Abbildung 37: Zeitliche Abfolge von Zellextension und Wanderung von B16/F1
GFP-Aktin Zellen und MV3 Zellen in 3D fibrillirer Kollagenmatrix. Interaktion
aktinreicher Filopodien (rot) mit den Kollagenfasern (braun); der schwarze Pfeil
kennzeichnet die Dynamik der Zellregionen.
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4.3. Konsequenz der Inhibition des Aktinzytoskeletts

Die direkte Blockade des Aktinzytoskeletts resultierte in einem Verlust der Zellpolaritét
mit nachfolgendem Migrationsstop. Ausgebildete Aktinprotrusionen verschwanden. Da
die Aktininhibitoren Cytochalasin D, Latrunculin B und Jasplakinolide an 3
verschiedenen Stellen in die Aktinpolymerisation eingreifen, wird deutlich, dass fiir das
Entstehen von Aktinprotrusionen und fiir die Ausbildung einer polaren Zellform ein
funktionsfdhiges und dynamisches Aktinzytoskelett notwendig ist. Fiir den Erhalt der
Zellmorphologie und Polaritit, der Kontaktaufnahme der Zelle zur extrazelluldren
Umgebung und der Definition der Vorderfront reicht nicht nur das Vorhandensein von
monomerem oder filamentdsen Aktin, sondern der stindige Umsatz von Aktin, die
stindige Polymerisation und Depolymerisation sind erforderlich. Dies ermoglicht der
Zelle sich plastisch und individuell an die Erfordernisse der extrazelluliren Matrix
anzupassen. Der vollstindige Migrationsstop nach Blockade des Aktinzytoskeletts bei
B16/F1 GFP-Aktin Zellen und bei MV3 Zellen zeigt, dass auch die Zellmigration
ausschlieBlich durch ein funktionstiichtiges, dynamisches Aktinzytoskelett getragen
wird und keine durch Myosin- oder Intermedidrfilamente verursachte Restmigration
eintritt.

Die sich aufdriangende Frage nach der Eignung von Cytochalasin D, noch Latrunculin B
oder Jasplakinolide zur Behandlung von Krebs und Metastasierung in vivo muss jedoch
verneint werden, da viele physiologische Prozesse wie z.B. Wundheilung,
Embryogenese und die Aktivitidt des Immunsystems von einer aktiven Zellmigration
abhiangen (Friedl et al., 1995; Friedl at al., 2003) und Funktionen wie z.B. die von
Epithelzellen im Darm, in den Bronchien, die Kontraktion der Herzmuskel- und
Muskelzellen durch ein dynamisches Aktinzytoskelett getragen werden.

Alle 3 Aktininhibitoren blockieren unspezifisch hinsichtlich der Zellart das
Aktinzytoskelett. Es ist anzunehmen, dass sie damit eine Vielzahl vitaler Funktionen im
menschlichen Organismus beeintrichtigen und somit unmittelbar oder mittelbar nicht
mit dem Leben vereinbar wiren. Somit ist unwahrscheinlich, dass sich Cytochalasin D,
Latrunculin B, oder Jasplakinolide zur Behandlung von Krebs und Metastasierung in

vivo eignen konnten.
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4.4. Ausblick

Im Mittelpunkt dieser Dissertation steht das Aktinzytoskelett, das in seiner Struktur,
Dynamik, Plastizitit und Beteiligung an biomechanischen Vorgingen eingehend
untersucht wurde. Die dynamische morphologische Anpassungsfiahigkeit migrierender
Tumorzellen an die Erfordernisse der extrazelluliren Umgebung mit Hilfe ihres
Aktinzytoskeletts ldsst dieses als plastische, formbare Struktur erkennen. Die
unterschiedlichen morphologischen Varianten, die zur Migration einer einzigen B16/F1
GFP-Aktin Zelllinie in Abhédngigkeit von der biophysikalischen Struktur und der
Dimensionalitit der extrazelluliren Matrix fithren, betonen ihren Einfluss auf Art und
Effizienz der Migration. Die fokalisierte Lokalisation von polymerisiertem Aktin
innerhalb der Zelle an Kontaktstellen zur extrazelluldaren Matrix, an Orten der fiir die
Migration notwendigen Kraftgenerierung bestdtigt seine Rolle bei der Zell-Matrix-
Interaktion, Kraftiibertragung und resultierender Migration.

Zur Klédrung der Frage, wie viel Kraft die Tumorzellen aufbringen, um die extrazellulédre
Umgebung zu passieren, wurden in jiingster Zeit zur Quantifizierung Studien mit Hilfe
von electromagnetic pulling cytometry (EPC) durchgefiihrt (Methode in Ingber et al.,
2005), die jedoch methodisch aufgrund der schlechten rédumlichen
Einpolymerisierbarkeit der magnetischen Beads und der exakten Definition der
Translokationsrichtung der Kollagenfasern noch Schwierigkeiten bereiteten. Hierzu ist
die Entwicklung von Methoden erforderlich, die eine exakte Kraftmessung erlauben,
z.B. mit Hilfe einer Mikrofeder, die an den Kollagenfasern fixiert ist.

Ausblickend ist jedoch davon auszugehen, dass zukiinftig 3D Matrixmodelle eine
groBBere Rolle fiir die Identifikation von anti-invasiven oder anti—metastastischen
Substanzen einnehmen werden und verstdrkt in pridklinischen Studien fiir

Pharmakaentwickung gegen Krebs und die Metastasierung eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Dynamik, Biomechanik und Plastizitit des Aktinzytoskeletts in migrierenden

B16/F1 GFP-Aktin Melanomzellen in 2D und 3D extrazellulirer Matrix

Die Anpassung des Aktinzytoskeletts an extrazellulire Gewebsstrukturen ist
Voraussetzung fiir die Interaktion mit der extrazelluldiren Matrix und fiir die
Zellbewegung, einschlieBlich der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen. Wir
untersuchten bei invasiven B16/F1 GFP-Aktin Mausmelanomzellen, ob und wie sich
Zellform, Art und Effizienz der Bewegung an physikalisch unterschiedlich beschaffene
kollagendse Umgebungen anpassen: 1) mit Kollagen-Monomeren beschichtete 2D
Objekttrager, 2) 2D Oberfldche einer fibrilliren Kollagenmatrix und 3) Zellen, die in
einer 3D Kollagenmatrix eingebettet waren. Zur Darstellung des Aktinzytoskeletts
wurden Zellen eingesetzt, die GFP-Aktin Fusionsprotein exprimierten, und mittels
Zeitraffer-Videomikroskopie und Konfokalmikroskopie untersucht.

Im direkten Vergleich waren Struktur und Dynamik des Aktinzytoskelett wie auch
Zellform und Art der Migration unterschiedlich in den verschiedenen Umgebungen. Auf
2D planer Oberfliche erfolgte eine rasche Adhédsion und Abflachung der Zellen
(Spreading) mit nachfolgender Migration mit Bildung fokaler Adhisionszonen, in die
kabelartige Aktinstrukturen (Stress fibers) einstrahlten. Dagegen entwickelte sich in 3D
Kollagenmatrices eine spindelformige, fibroblastendhnliche Zellform (mesenchymal)
mit zylindrischen fingerformigen vorderen Pseudopodien, die Zug der Zelle nach vorne
bewirken und hochdynamisches polymeres Aktin, nicht jedoch Stress Fibers enthielten.
Eine dhnliche Zellform und Struktur des Zytoskeletts entwickelte sich in Zellen auf 2D
fibrillirem Kollagen. Die Kontaktfindung und Migrationseffizienz auf oder in fibrilldren
Matrices war im Vergleich zu 2D kollagenbeschichteter Oberfldche erschwert, die
Migrationseffizienz verringert. In Kontrollversuchen wurden Migration und polarisierte
Bildung von Aktindynamik durch Inhibitoren des Aktinzytoskeletts (Cytochalasin D,
Latrunculin B, Jasplakinolide) stark gehemmt.

Diese Befunde zeigen , dass die Struktur und Dynamik des Aktinzytoskeletts sowie die
Art der Migration in Tumorzellen stirker als bisher angenommen durch die umgebende
Kollagenstruktur bestimmt wird. Wahrend 3D Kollagenmatrices in vivo dhnliche
bipolare Zytoskelettstruktur fordern, miissen Abflachung der Zellen mit Bildung von

Stress Fibers als spezifische Charakteristika von 2D Modellen angesehen werden.
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6. Abstract

Dynamic, biomechanics and plasticity of the actin cytoskeleton in migrating

B16/F1 GFP-actin mouse melanoma cells in 2D and 3D extracellular matrix

The dynamics and the adaptation of the actin cytoskeleton in response to extracellular
matrix structures is the prerequisite for cell polarisation, shape change, and migration,
including the invasion and metastasis of tumor cells. In invasive B16-mouse melanoma
cells expressing GFP-actin fusion protein we directly imaged cytoskeletal dynamics,
adaptation and movement in response to physically different collagen substrata using
time-lapse videomicroscopy and confocal microscopy: 1) cells on 2D surfaces coated
with monomeric collagen, 2) 2D surfaces composed of fibrilliar collagen, and 3) cells
which were embedded in 3D collagen matrices.

In directly comparision the structure and dynamic of the actin cytoskeleton, cell shape
and migration efficiency were different between the different collagen substrata. On 2D
monomeric collagen quick cell adhesion, spreading, and cell flattening were followed
by migration driven by focal contacts in which cable like actin structures (stress fibres)
inserted. In 3D collagen matrices however, cells developed a spindle like
(mesenchymal) shape with cylindrical finger-like pseudopods which generated the
forward-driving force towards collagen fibres. These pseudopods contained dynamic
polymerized actin yet lacked stress fibres. A similar mesenchymal cell shape and
structure of the actin cytosceleton that lacked stringent focal contacts and stress fibres
developed on 2D fibrilliar collagen matrices. The migration efficiency in 3D collagen
was significantly lower, compared to 2D substrata, suggesting an impact of matrix
barriers on the migration velocity. Both, actin polymerization and migration were
severely impaired by inhibitors of the actin cytoskeleton (Cytochalasin D, Latrunculin
B, Jasplakinolide), causing cell rounding and oscillatory “running on the spot”.

These findings show the dynamics of the actin cytoskeleton in living melanoma cells
critically dependent on and respond to the physical structure of the ECM. 3D collagen
matrices hence favour in vivo-like cell shape and cytoskeletal organization while flat

cell spreading and formation of stress fibres are specific cell characteristics of cells on

2D.
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B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf 2D monomerer Kollagenoberfléache.
Echtzeit: 25 h; zu Abb. 5, Abb. 6

B16/F1 GFP-Aktin Zellen auf 2D fibrillarer Kollagenoberflache.
Echtzeit: 25h, zu Abb. 5, Abb. 6; Abb. 7

B16/F1 GFP-Aktin Zellen in 3D fibrilldrer Kollagenmatrix.
Echtzeit: 25 h; zu Abb. 5, Abb. 6; Abb. 7; Abb. 9

MV3 Zellen im 3D Kollagengel.
Echtzeit 20 h; zu Abb. 8; Abb. 9

Sessile B16/F1 GFP-Aktin Zelle auf 2D monomerer Kollagenoberfléache.
Echtzeit: 200 min; zu Abb. 10, Abb. 24

Migrierende B16/F1 GFP-Aktin Zelle auf 2D monomerer
Kollagenoberfldche.
Echtzeit: 190 min; zu Abb. 10, Abb. 11; Abb. 12, Abb. 24

Migrierende B16/F1 GFP-Aktin Zelle auf 2D fibrillarer Kollagenoberflidche.
Echtzeit: 120 min; Abb. 11, Abb. 12, Abb. 24, Abb. 26

Migrierende B16/F1 GFP-Aktin Zelle im 3D Kollagengel
Echtzeit: 100 min; zu Abb. 11, Abb. 12, Abb. 24

Mit Cytochalasin D im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zellen.
Echtzeit: 8 h; zu Abb. 15, Abb. 16

Mit Latrunculin B im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zellen.
Echtzeit: 9 h; zu Abb. 15, Abb. 16

Mit Jasplakinolide im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zellen.
Echtzeit: 8 h; zu Abb. 15, Abb. 16

Mit Cytochalasin D im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zelle.
Echtzeit: 160 min; zu Abb. 17

Mit Latrunculin B im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zelle.
Echtzeit: 160 min; zu Abb. 17

Mit Jasplakinolide im 3D Kollagengel inkubierte B16/F1 GFP-Aktin Zelle.
Echtzeit: 160 min; zu Abb. 17

Mit Cytochalasin D im 3D Kollagengel inkubierte MV3 Zelle.
Echtzeit: 20 h; zu Abb. 19, Abb. 20

Mit Latrunculin B im 3D Kollagengel inkubierte MV3 Zelle.
Echtzeit: 20 h; zu Abb. 19, Abb. 20

Mit Jasplakinolide im 3D Kollagengel inkubierte MV3 Zelle.
Echtzeit: 20 h; zu Abb. 19, Abb. 20

Migrierende MV3 Zelle im 3D Kollagengel.
Echtzeit: 150 min; Aufnahme: Kerstin Maasser 1999; Darstellung von CD44;
zu Abb. 34

Migrierende HT 1080 Zelle im 3D Kollagengel.
Echtzeit: 110 min; zu S. 71

Sessile B16/F1 GFP-Aktin Zelle im 3D Kollagengel
Echtzeit: 125 min; zu Abb. 27
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Film 25:

Film 26:

Film 27:

Kollagenfaserdislokation bei der Wanderung einer B16/F1 GFP-Aktin Zelle
durch eine 3D Kollagenmatrix
Echtzeit: 100 min; zu S. 72

Kollagenfaserdislokation auf dem Hauptpfad einer durch eine 3D
Kollagenmatrix wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle
Echtzeit: 100 min; zu Abb. 28, Abb. 29

Kollagenfaserdislokation an der Vorderfront einer durch eine 3D
Kollagenmatrix wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle
Echtzeit: 100 min; native Sequenz; zu Abb. 30; Abb. 31

Kollagenfaserdislokation an der Vorderfront einer durch eine 3D
Kollagenmatrix wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle
Echtzeit: 100 min; Extraktion von Rot und Griin; zu Abb. 30; Abb. 31

Kolokalisation von Kollagen und Aktin an der Vorderfront einer durch eine
3D Kollagenmatrix wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle

Echtzeit: 100 min; Extraktion von Kollagenfasern, Rot und Griin; zu Abb.
30; Abb. 31

Pixeldarstellung der Gelbtone nach Kollokalisation von Aktin und
Kollagenfasern an der Vorderfront einer durch eine 3D Kollagenmatrix
wandernden B16/F1 GFP-Aktin Zelle

Echtzeit: 100 min; zu Abb. 30; Abb. 31

Kollagenfaserdislokation an der Vorderfront einer durch eine 3D
Kollagenmatrix wandernden MV3 Zelle

Echtzeit: 150 min; Aufnahme: Kerstin Maasser 1999; Darstellung von CD44
und Kollagenfasern; zu Abb. 34
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