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Das Bewegungsverhalten von Krebszellen

Peter Strauh

Nachtrigliche Fassung des an der
Jahresversammlung gehaltenen Vortrags.

Das Grundproblem: Die Ausbreitung des
Krebses im Organismus

Zum Wesen der Krebszellen gehort in erster
Linie die hochgradig gesteigerte und vom
Organismus kaum mehr kontrollierte Tei-
lungsaktivitdt. Damit ist aber die Bosartig-
keit des Krebses noch nicht geniigend er-
klart. Enischeidend fiir das Schicksal des
krebsbefallenen Korpers ist die Fihigkeit
des Tumors, von seinem Entstehungsort aus
zunichst in die umgebenden normalen Ge-
webe emnzudringen (Penetration) und spiter
unter Benutzung der Lymph- und Blutbah-
nen entfernte Organe zu besiedeln (Metasta-
sierung). Die Ausbreitung im Korper, die das
eigentliche Merkmal der Bosartigkeit des
Krebses darstellt, beruht auf dem Zusam-
menwirken verschiedener Eigenschaften der
Krebszellen, zu denen auch ein besonderes
Bewegungsverhalten gehéren kann. Seit lan-
gem ist den Pathologen bei der mikroskopi-
schen Beurteilung von Gewebsproben aus
der Randzone bdsartiger Tumoren aufgefal-
len. dass sich einzelne Krebszellen gelegent-
lich an Stellen befinden, an die sie nur durch
aktive Fortbewegung gelangt sein konnen.
Fir diese Annahme liefern die statischen
histologischen Priparate allerdings nur Indi-
zien, und als Beweis kann einzig die direkte
Registrierung der wandernden Krebszellen
mittels Mikrokinematographie im Zeitraffer-
verfahren gelten.

Die Abteilung fir Krebsforschung am Insti-
tut fur Pathologie der Universitit Ziirich
beschiftigt sich mit der Ausbreitung des
Krebses im tierischen und menschlichen
Kérper. Im Rahmen dieses Forschungspro-
gramms nimmt das Bewegungsverhalten von
Krebszellen einen wichtigen Platz ein. Es

gehorte deshalb zu unseren Aufgaben, den
Beweis fur das Wandern dieser Zellen im
Innern eines lebenden Gewebes anzutreten.
Fiir dieses Projekt waren zwei wichtige Vor-
aussetzungen zu erfiillen:

1) Geeignete Krebszellen mussten ausge-
wihit werden. Da eme technisch aufwendige
Serie von Experimenten bevorstand, muss-
ten die Zellen die zu untersuchende Eigen-
schaft, nimlich die Wanderungsfihigkeit, in
ausgesprochenem Masse besitzen.

2) Ein vom Einfachen zum Komplizierten
fortschreitender Arbeitsgang war zu entwer-
fen. Wir mussten die Krebszellen zuerst un-
ter technisch leicht erfiillbaren Bedingungen
kennenlernen, um uns dann uber zuneh-
mend komplexere (und damit auch naturni-
here) experimentelle Stufen dem schwierig-
sten Teil, dem Bewegungsverhalten im le-
benden Gewebe, zuzuwenden.

Be1 der Auswahl der Krebszellen stellten wir
eine Uberlegung an. die sich nur teilweise als
richtig erwies. Da die einzigen normalen
Zellen, die im erwachsenen Organismus eine
eindeutige Wanderungsfahigkeit entfalten,
die weissen Blutkdrperchen (Leukozyten)
sind, nahmen wir an, dass dies auch fiir
entartete Leukozyten. d.h. Blutkrebs- oder
Leukamiezellen, zutreffen wiirde. Unter die-
ser Voraussetzung priiften wir verschiedene
Arten von transplantablen Leukdmien der
Ratte. Dabei stiessen wir tatsdchlich auf
einen Blutkrebs, dessen Zellen sich durch
eine besonders intensive Bewegungsaktivitat
auszeichneten, und diese Leukimie wurde
denn auch unserem Projekt zugrunde gelegt.
Daneben fanden wir aber eine andere Leu-
kamie, deren Zellen sich fast gar nicht fort-
bewegten. Wir wissen heute von diesem
zweiten Blutkrebs der Ratte. dass seine (ver-
hiltnismissig langsame) Ausbreitung in den
Geweben und Organen in erster Linie durch
den Schub und Druck der unablissigen Zell-
tetlungen zustandekommt. Nach dieser uner-

1



warteten Feststellung filmten wir die Zellen
von iiber 20 Leukidmiepatienten und erfuh-
ren auf diese Weise, dass es auch beim
Blutkrebs des Menschen Fille mit fortbewe-
gungsaktiven und -inaktiven Zellen gibt.

Die Unterschiede in den Ausbreitungstakti-
ken der Leukdmien stehen in diesem Aufsatz
nicht zur Diskussion. Vielmehr soll am Bei-
spiel der von uns ausgewihlten Rattenleuk-
dmie als einem Modellfall gezeigt werden,

Tab. |

welche Rolle das Bewegungsverhalten von
Krebszellen spielen kann. Der Arbeitsgang,
der unserer Fragestellung zugrundelag, ist in
Tabelle 1 zusammengefasst.

Die vier Phasen unserer Untersuchung sollen
nun in Wort und Bild erldutert werden.
Uberall bestehen offene Fragen. Das unmit-
telbare Ziel. die Registrierung der Fortbewe-
gung von Krebszellen in einem lebenden
Gewebe, wurde jedoch erreicht.

Experimentelle Anordnung  Untersuchungsmethoden

Angestrebte Informationen
tiber Leukimiezellen

Leukimiezellen allein
in Kulturkammern

Mikrokinematographie

Raster-Elektronenmikroskopie

Transmissions-Elektronenmikroskopie

Art des Bewegungsverhaltens

{Phasen- und Interferenzkontrast)

Zusammenhang zwischen
Bewegungsverhalten
und Zeligestalt

Zusammenhang zwischen
Bewegungsverhalten
und innerer Zellorganisation

Leukiamiezellen und
abgeflachte Normalzellen
in Kulturkammern

Mikrokinematographie

Raster-Elektronenmikroskopie

(Phasen- und Interferenzkontrast) 1

Bewegungsverhalten und Zellgestalt
{ bei Konfrontation mit normalen Zellen

Reflexionskontrast-Mikroskopie
und -Mikrokinematographie

Einfluss von Haftstrukturen (Adhisionen)
der normalen Zellen auf
Bewegungsverhalten

Laukdmiezllen und
embryonale Organe

Raster-Elektronenmikroskopie
(Vorginge an der Oberfliche)

Verhalten an der Oberfliche und im
Innern eines Organs aufgrund indwrekter

in Kulturkammern

statisch-morphologischer Evidenz

Schnit-Histologie im licht- und
elektronenmikroskopischen Bereich

(Vorginge in der Tiefe)

Leukidmiezellen und Raster- und

Mesenterium
a)in der Bauchhohle

b) in Kulturkammern Mikrokinematographie

Transmissionselektronenmikroskopie

Verhalten an der Oberfliche und im
Innern eines Organs aufgrund indirekter
statisch-morphologischer Evidenz

Bewegungsverhalten im Innern
eines lebenden Gewebes

Abb. 1. Die Leukimie 1.-5222 der Ratte und ihr Bewe-
gungsverhalten. ¢) Halbdinnschnitt von Leukdmiezel-
len im lockeren Bindegewebe der Ratte. Von den nor-
malen Strukturen sind nur zwei kleine Blutgefisse er-
kennbar. Die Leukdmiczellen haben sich diffus im Ge-
webe verteilt und erscheinen im Schnitt teils rund, teils
polarisiert. b, ¢} Filmaufnahmen lebender Leukimiezel-
len, b im Phasenkontrast, ¢ im Interferenzkontrast. Im
Gegensatz zum Schnitt sind hier die ganzen Zellen
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abgebildet, und die beiden Hauptformen treten deutlich
in Erscheinung. Die polarisierten Zellen sind lokomo-
tiv; der Schwanz zeigt immer nach hinten. d) Zeichnun-
gen von kurzen Bewegungsphasen aus Zeitrafferfilmen.
Die drei Leukémiezellen wanderten in den angegebe-
nen Richtungen wihrend 20-30 Minuten mit Geschwin-
digkeiten von 5-6 um/Minute. Die Beibehaltung der
polarisierten Form wihrend der Fortbewegung geht aus
derartigen Zeichnungen eindeutig hervor,







Das Bewegungsverhalten von Leukiimiezellen

Die von uns verwendete transplantable
Leukdmie tragt die wissenschaftliche Be-
zeichnung 1-5222 und wurde in dem In-
zucht-Rattenstamm BD IX durch Injektion
von Athylnitrosoharnstoff erzeugt. In Tieren
dieses Stammes - aber nicht in anderen
Ratten - breitet sich die Leukimie nach
anfanghicher Kolonisation von Knochen-
mark und Milz auf die meisten ibrigen
Organe aus. An manchen Stellen, z.B. im
lockeren Bindegewebe, kommt es dabel zu
einer diffusen Durchsetzung mit einzelnen
Leukdmiezellen, und bei Betrachtung eines
histologischen Priparates (Abb.la) dringt
sich die Annahme auf, dass im Leben ein
grosser Teil dieser Zellen in Bewegung be-
griffen war. Um diese Annahme zu bewei-
sen, begannen wir mit Untersuchungen aus-
serhalb des Korpers, «im Glase» (in vitro).
Als  Ausgangsmaterial dienten uns dabei
Leukdmiezellen, die sich in der Bauchhohle
von Wirtstieren vermehrt hatten.

Leukamiezellen unter sich

In einer geeigneten Nihrlosung konnen
L-5222-Zellen in Zellkulturkammern wih-
rend vieler Stunden in voller Aktivitat erhal-
ten werden. Geduldige direkte Beobachtung
mittels Phasenkontrast- oder Interferenzkon-
trastoptik, vor allem aber Zeitraffer-Mikroki-
nematographie unter den gleichen Bedin-
gungen liessen als auffidlligsten Ausdruck
dieser Aktivitit das lebhafte Herumwandern
vicler Leukimiezellen erkennen. Es zeigte
sich bald. dass alle in Fortbewegung (Loko-
motion) befindlichen Zellen ausnahmslos an
ihrem Hinterende einen auffilligen Fortsatz
besassen, wihrend sich am Vorderende, viel
weniger deutlich erkennbar, schlelerartige
Gebilde bewegten. Oft beobachteten wir
Zellen mit der gleichen Gestalt, die mit
threm Fortsatz auf der Unterlage oder an
anderen Zellen hafteten; im letzteren Falle
liessen sie sich gelegentlich wihrend einiger
Zeit mitschleppen, um dann ihre eigene
Fortbewegung wieder aufzunehmen. Neben
diesen ein Vorder- und Hinterende aufwel-
senden (polarisierten) Zellen enthielten die
Kammern immer auch kugelige Zellen, die
sich nie fortbewegten. Uberginge von der
polarisierten in die kugelige Form und damit
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von der Bewegung in die Ruhe und umge-
kehrt liessen sich mikrokinematographisch
verfolgen, wobei auch das Verschwinden
und Wiederauftreten des Schwanz- bzw.
Fussfortsatzes registriert werden konnte. Die
beiden  vorherrschenden  Gestalten  der
[.-5222-Zellen. wie sie in unseren Filmen in
Erscheinung treten, sind in Abb.1b und ¢
erkennbar.

Durch graphische Auswertung von Zeitraf-
ferfilmen gewannen wir eine genauere Vor-
stellung von der Fortbewegung der 1-3222-
Zellen. Trotz stindiger leichter Schwankun-
gen der Zellgestalt wird die Polarisation
streng aufrechterhalten, auch beim Rich-
tungswechsel, Die Zeichnungen erlauben die
ungefihre Bestimmung der Wanderge-
schwindigkeit (Abb.1d). Hiufig liegen die
Werte bei 4-6 um/Minute. was weit unter-
haib der Grossenordnung der Leistung nor-
maler Leukozyten (bis 30 um/Minute) liegt.

Als sehr aufschlussreich erwies sich die Kom-
bination der Mikrokinematographie mit der
Raster-Elektronenmikroskopie. An den in
der Kulturkammer fixierten Zellen werden.
gewissermassen als Momentaufnahmen, Ein-
zelheiten der Form erkennbar, die auf die
Bewegungsaktivitit der Zellen 1m Augen-
blick der Fixation bezogen werden kdnnen.
So lassen sich mit Hilfe der Raster-Elektro-
nenmikroskopie am Vorderende der lokomo-
tiven Leukdmiezellen segelartige Membra-
nen in mannigfaltiger Anordnung unter-
scheiden. Aus der Durchsicht einer grossen
Zahl von Rasterbildern konnten wir auch
eine Vorstellung entwickeln iiber den Uber-
gang des Ruhezustandes (Zelle ohne Fort-
satz auf der Unterlage haftend) in die Loko-
motion. Zuerst polarisiert sich die Zelle, in-
dem sie gegen die Unterlage zu einen Fort-
satz ausbildet, und auf diese Weise ihren
Korper emporhebt. Die solide Befestigung
des als Stiel oder Fuss dienenden Fortsatzes
am Glas erlaubt es dann der Zelle, ihren

Abb. 2. Dynamische Morphologie von L-5222-Zellen.
Die Rethenfolge der rasterelektronenmikroskopischen
Bilder vermittelt einen Eindruck vom Ubergang der
Zellen aus der Ruhe (a) in die Fortbewegung (e).
Wiahrend der Senkung des ZellkOrpers (b-d) treten am
Vorderende der Zellen membranartige Forisitze auf,
{Abb.2b-e aus Felix et al., Dynamic Morphology of
Leukemia Cells, 1978, mit Erlaubnis des Springer-Ver-
lags.}
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Korper so lange zu senken, bis er mit der
Unterlage in Kontakt gelangt. Wihrend die-
ser Beugung entstehen am zukiinftigen Vor-
derende die membranartigen Fortsitze: ih-
nen fallt also anscheinend bei der bevorste-
henden Fortbewegung eine bestimmte Rolle
zu. Umgekehrt verliert der Fuss nach dem
Start an funktioneller Bedeutung: seine Be-
festigung am Substrat 16st sich. worauf er in
unterschiedlicher Haltung, gelegentlich so-
gar nach oben geschlagen, von der Zelle als
Schwanz mitgefithrt wird. Einige Stadien
dieses mutmasslichen Ablaufs sind in
Abb.2a-e zu sehen.

Ganz allgemein sind das Bewegungsverhal-
ten von Zellen und die damit eng koordinier-
ten Gestaltsinderungen an Organellen ge-
bunden, die aus den fir Antriecbs- und Ske-
lettfunktionen spezialisierten Proteinen be-
stehen. Mit der Analyse dieser Strukturen in
den Leukidmiezellen stehen wir noch am
Anfang; die methodischen Schwierigkeiten
sind hier viel grosser als bei den iiblicherwei-
se untersuchten Bindegewebs- und Epithel-
zellen. Immerhin konnten wir das Vorhan-
densein der einschligigen Zellorganellen,
niémlich der Mikrofilamente. 10-nm-Fila-
mente und Mikrotubuli, grundsitzlich nach-
weisen (Abb. 3a-d). Bis zu den funktionellen
Zusammenhingen sind wir jedoch noch
nicht vorgedrungen. Zur Zeit wissen wir
noch nicht einmal, in welchem Ausmass die
genannten Organellen auch in den fiir die
Bewegungsmechanik zwetfellos  bedeutsa-
men Membranen am Vorderende der loko-
motiven Leukidmiezellen vorkommen.

Es war naheliegend, die Kombination von
Mikrokinematographie und Raster-Elekiro-
nenmikroskopie. von uns als dynamische
Morphologie bezeichnet. auch auf menschli-
che Leukdmiezellen anzuwenden. Die Bei-
spiele der Abb.4 zeigen die weitgehende
morphologische Verwandtschafl von
menschlichen Leukidmien mit der Ratten-
leukdmie L-3222. Wie weit sich diese Uber-
einstimmung {ber die dynamische Morpho-
logie hinaus erstrecken wiirde, wissen wir
nicht. Zwar wiirden sich weitere Teile unse-
res Arbeitsplanes fiir das Studium menschli-
cher Leukdmien eignen. doch ist die Be-
schaffung einheitlicher Leukdmiezellen vom
Menschen naturgemiiss sehr viel schwieriger
als bei der Ratte.

Leukdmiezellen begegnen normalen Zellen

Im bisherigen Arbeitsgang waren die Leuk-
dmiezellen unter sich - sie begegneten hoch-
stens gelegentlich einem aus der Bauchhéhle
mitithertragenen Leukozyten. Unsere nich-
ste Fragestellung betraf nun das Verhalten
der Leukimiezellen in Gegenwart von nor-
malen Zellen. Bindegewebs- und Epithelzel-
len flachen sich unter den Bedingungen der
Zellkultur ab. Wir machten von  dieser
Eigenart Gebrauch und brachten Leukiamie-
zellen in Kulturkammern mit abgeflachten
Bindegewebszellen (Fibroblasten) in Kon-
takt. Unsere Filme zeigten etwas sehr Auffil-
liges: die Leukdmiezellen sammelten sich
innerhalb der Konturen der Fibroblasten an
und wanderten in diesem Bereich lebhaft
umbher. Ste veriinderten dabet thre durch den
Phasenkontrast bedingten optischen Figen-
schaften 1n einem Sinne., der eine Abfla-
chung der Zellen nahelegte (Abb.5a). Der
sechr ditnne Zelleib der Fibroblasten erlaubte
keine Entscheidung {iber die Etage, in der
sich die Leukidmiezellen bewegten: ober-
oder unterhalb der normalen Zellen. Die
Raster-Elektronenmikroskopie hieferte dann
aber Momentaufnahmen von Leukidmiezel-
fen in lokomotiver Gestalt, die ohne Zweifel
gerade 1im Begriffe waren, unter den Rand
von Fibroblasten zu schlipfen (Abb.5c. d).
Den endgiiltigen Beweis fir die Lokalisation
der etwas abgeplatteten Leukidmiezellen un-
terhalb der normalen Zellen erbrachten
dann elektronenmikroskopische Aufnahmen
senkrechter Schnitte (Abb. Se¢).
Was den engen Raum zwischen Fibroblasten
und Glasboden der Kulturkammern fur dic
Leukdmiezellen so anzichend macht. ist uns
vorderhand unbekannt. Hingegen machte

Abb. 3. Einige Hinweise auf das Zyvtoskelett von 1.-3222-
Zellen.,  Elektronenmikroskopische  Auinmahmen  von
Dinnschnitten. @) Partie nahe der Zelloberfliche. Die
grossen dunklen Korper sind Mitochondrien. Mikrofilu-
mente bilden unmittelbar unter der Zellmembran cin
femnes Geflecht, das kaum zu erkennen st Hingegen
sind Mikrotubuli (Pfeile) gut sichtbar. b} {0-nm-
Filamente kommen in runden Zellen in auffilligen
dicken Buindeln vor b): stirkere Vergrosserung des
bezeichneten Ausschnittes i ¢). Im Gegensatz dazu
treten  diese Filamente in polarisierten Zellen aus-
schliesslich im Schwanz und nur als Einzelelemente
ader kleine Bundel auf (d. Pfeile).







uns dieses Modell auf einen fir die leukimi-

sche Infiltration allgemein bedeutsamen
Umstand aufmerksam, namlich auf die

Uberwindung von Hindernissen durch loko-
motive Zellen.

Die abgeflachten Bindegewebszellen sind auf

der Unterlage gut befestigt. Dies wird er-
kennbar bet Anwendung der Reflexionskon-
trast-Mikroskopie, eines optischen Verfah-
rens. welches die Abstinde zwischen der
Unterseite einer Zelle und dem Glas in
Tonen zwischen Schwarz und Weiss dar-
stellt. Wo die Distanz am geringsten und
damit aller Wahrscheinlichkeit nach auch
dic Adhision am stirksten ist, besteht ein
schwarzes Muster. Etwas grossere Abstinde.
wie sie z. B. bei der Fortbewegung von Zellen
vorherrschen miissen. sind in Grautdnen
ausgedrickt, wihrend noch gréssere Distan-
zen in Weiss erscheinen. Abgeflachte Fibro-
blasten besitzen im Reflexionskontrast eine
charakteristische Zeichnung aus kiirzeren
und lingeren schwarzen Streifen auf weis-
sem Grund. Offenbar weist die Unterseite
dieser Zellen zahlreiche Rippen auf, die der
Anheftung am Substrat dienen. Die Anord-
nung dieser Rippen ist so dicht, dass es fur
die Leukdmiezellen nicht moglich wiire, sich
in den Zwischenrdumen zu bewegen. Im
Reflexionskontrast ist nun deutlich zu schen,
dass die lokomotiven Leukimiezellen von
einer breiten Zone umgeben und begleitet
werden. in der jegliche Adhisionen des Fi-
broblasten fehlen (Abb.5b). Dies bedeutet.
dass die normale Zelle so stark hochgehoben
1st, dass tiberhaupt keine Reflexionswirkung
mehr zustandekommt, und steht in vorzigli-
cher Ubereinstimmung mit den Befunden im
Vertikalschnitt. Ohne Zweifel sind also die
Leukimiezellen imstande, die ihre Fortbe-
wegung storenden Adhisionsstellen der Fi-
broblasten buchstiblich aus dem Wege zu
schaffen. Wie sie dies bewerkstelligen., wissen
wir nicht. Theoretisch kommt ¢in Aufspren-
gen durch den Lokomotionsdruck oder eine
enzymchemische Einwirkung in Frage. Eine
nachhaltige Stérung der normalen Zellober-
flache 1st mit der Losung der Adhiision nicht
verbunden. denn hinter den wandernden
Leukdmiezellen wird das Haftmuster rasch
wiederhergestellt. Eine physikalische Einwir-
kung erscheint deshalb wahrscheinlicher.
und damit taucht auch die Frage auf, ob bei
der Wanderung von Krebszellen in der drei-
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dimensionalen Strukiur eines lebenden Ge-
webes etwas Ahnliches vorkommit.

Leukimiezellen dringen ins Gewebe ein

Unser niichster Schritt galt dem Verhalten
der Leukdmiezellen in einer natirlichen
Umgebung. nidmlich in einem kultivierten
Organ. Fir diesen Zweck sind embryonale
Organe am besten geeignet, und wir verwen-
deten deshalb kleine Gewebswiirfel aus der
Vorniere des Hithnerembryos. Dieses Mate-
rial 1st allerdings nicht durchsichtig und
schliesst damit die Mikrokinematographie
aus. Dafur hat es den Vorteil der kleinen
Dimensionen: die Organfragmente koénnen
vollstindig in Schnittserien zerlegt und auf
diese Weise einer liickenlosen mikroskopi-
schen Beurteilung unterworfen werden. Die-
se Auswertung ergibt zwar nur indirekte
Hinweise auf die stattgefundenen Prozesse:
aufgrund der vorangegangenen Untersu-
chungsschritte sind wir jedoch 1imstande. aus
der Form der Leukidmiezellen ithre Aktivitit
im Augenblick der Fixation abzuleiten und
damit die statischen Befunde gedanklich zu
beleben. Noch ausgesprochener trifft dies fur
die Vorginge an der Oberflache zu, da hier
auch die Raster-Elektronenmikroskopie e¢in-
gesetzl werden kann.,

An den aus der Vorniere herausgeschnitte-
nen Gewebswiirfeln spielt sich unter Organ-
kulturbedingungen zunichst eine Kapselbil-
dung ab, an der sich alle an den Schnittfli-
chen vorhandenen Zellen beteiligen. Wir
raumten diesem Prozess 24 Stunden ein und
hatten es nach dieser Frist mit Miniaturorga-
nen zu tun, deren Inneres aus Vornierenka-
ndlchen und einem lockeren Zwischengewe-

Abb. 4. Dynamische Morphologie menschlicher Leuk-
Amiezellen, Bewpiele aus vier Populatonen (von vier
Patienten). Dic Zellen der oberen beiden Rethen (akute
und chronische lymphatische Leukdmie) sind siamdich
kugelig und nichtlokomotiv. Die unteren beiden Reihen
{akute lymphatische Leukamien) zeigen zur Hauptsache
polarisierte lokomotive Zellen. In der zweituntersten
Rethe ist die Ubereinstimmung der Zellgestalt in der
Phasenkontrast- und Rasterelektronenmikroskopie gut
zu erkennen. Man beachie die Ahnlichkeit zwischen
diesen menschlichen Leukiimiczellen und den Zellen
der L-3222-Rattenleukimie.

{Aus Haemmerl et al.. Dynamic morphology of human
lvmphoid feukemias. in Recent Results of Cancer Re-
scarch Vol.64. 1978, mut Erlaubnis des Springer-Ver-
lags.)







be bestand. Nun setzten wir die Leukdmie-
zellen zu und fithrten in regelmissigen Ab-
stinden die geschilderten morphologischen
Untersuchungen durch. Wir stellten fest.
dass schon pach 2 Stunden das Eindringen
der Leukidmiezellen begonnen und nach 12
Stunden bis ins Zentrum der Gewebswiirfel
gefithrt hatte. Im Frithstadium waren an der
Oberfliche sowohl im Schnitt wie im raster-
elektronenmikroskopischen Bild runde und
polarisierte Leukdmiezellen zu sehen, und
von den letzteren erweckten manche, mit
nach oben weisendem Fortsatz und bereits
ein wenig ins Gewebe eingesunkenem Kor-
per, den Eindruck des Vorriickens in die
Tiefe (Abb.6a-d). In spiiteren Stadien waren
die Gebiete zwischen den Kanilchen fibersit
mit Leukdmiezellen. Dabei dienten offenbar
die in der Vorniere vorhandenen gefissarti-
gen Buchten als eine Art Ruhepliitze. denn
hier herrschten eindeutig die runden Zellfor-
men vor. Im lockeren Bindegewebe dagegen
waren die Leukdmiezellen meistens mehr
oder weniger langgezogen, was wir als An-
passung der lokomotiven Zellen an die
Struktur der Umgebung deuten (Abb.6e, ).
Fiir ein Eindringen der Krebszellen in die
Vornierenkanilchen ergaben sich keine An-
haltspunkte. Wir konnten jetzt trotz der be-
schrinkten Aussagemoglichkeiten dieses
Modells die Aussage machen. dass 1-5222-
Zellen in kurzer Zeit ein fir sie zugingliches
Gewebe (lockeres Bindegewebe, aber offen-
bar nicht Epithelgewebe) mit Hilfe ihrer
Eigenbeweglichkeit infiltrieren kénnen. Um-
so dringender erschien uns nun der direkte
mikrokinematographische Nachweis der Lo-
komotion der Krebszellen im Innern eines
lebenden Gewebes.

Leukdmiezellen auf der Wanderung

Wir brauchten fur diesen Teil unseres Ar-
beitsganges ein Organ bzw. cinen Organteil
mit einer die Mikrokinematographie erlau-
benden Durchsichtigkeit. Es musste sich so-
mit um eine diinne Gewebsplatte handeln,
und als eine der wenigen Moglichkeiten bot
sich das Mesenterium an. Dies ist eine
Bauchfellfalte, an welcher der Darm in der
Bauchhohle beweglich aufgehingt ist. Bei
der Ratte ist diese Gewebsplatte an ihren
diinnen, durchsichtigen Stellen nur etwa
30 um dick und dennoch von grosser Festig-
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keit. Dies beruht auf dem Geflecht aus kolla-
genen und elastischen Fasern, aus dem das
Mesenterium zur Hauptsache besteht. Das
Innere enthdlt ferner kleine Blut- und
Lymphgefisse sowie Bindegewebszellen. Auf
beiden Seiten ist die Platte abgeschlossen
durch eine lickenlose Lage flacher Zellen.
das Mesothel. Der Bau des Mesenteriums ist
in Abb. Ra dargestellt.

Seit langem wussten wir, dass in die Bauch-
hohle der Ratte eingefithrte L-5222-Zellen
bevorzugt ins Mesenterium eindringen. Die-
se Tatsache mussten wir nun fiir das Filmen
auswerten. Eine Mdglichkeit bestand in der
Untersuchung am lebenden Tier mit vor die
Bauchwand gelagerten Darmschlingen samt
Mesenterium. In Anbetracht der erforderli-
chen langen Filmzeiten verzichteten wir auf
diese technisch komplizierte und vielen St6-
rungen ausgesetzte Losung. Umgekehrt war
auch die Durchfithrung der ganzen Untersu-
chung m vitro denkbar, denn wir hatten
festgestellt, dass sich das Mesenterium unter
Organkulturbedingungen mindestens wih-
rend einiger Stunden in gutem Zustand er-
halten lasst. Allerdings konnen sich schon in
dieser Zeitspanne Verdnderungen am Me-
sothel abspielen. die méglicherweise den Ab-
lauf der leukdmischen Infiltration beeinflus-
sen. Deshalb wihlten wir eine experimentel-
le Anordnung in zwei Phasen. Einer grosse-
ren Anzahl von Tieren wurden L-5222-Zel-
len in die Bauchhohle implantiert, sodass das

Abb. 5. Konfrontation von L-5222-Zellen mit abgeflach-
ten Fibroblasten. a. ) Leukidmiezellen unter einem
Fibroblasten, gleiche Situation aufgenommen in Pha-
senkontrast (a) und Reflexionskontrast (b). Durch die
Fokussierung wurden in a die Zellen wnter dem Fibro-
blasten scharf abgebildet, withrend diejenigen siber dem
Fibroblasten als helle Kreise erscheinen. In b sind dic
Leukdmiezellen in dem fur Jokomotive Zellen typischen
grauen Farbton dargestellt. Sie sind umgeben von einer
Zone, in welcher das Adhisionsmuster des Fibroblasten
virllig aufgehoben ist. ¢, d) Zwei rasterelekironenmikro-
skopische Aufnahmen von polarisierten Leukdmiezellen
am Rande abgeflachter Fibroblasien. Wahrscheinlich
entspricht diese Konstellation dem Beginn der Unter-
wanderung von Fibroblasten durch Leukimiezellen. ¢)
Dieser Diinnschicht zeigt eine miissig abgeplattete Leuk-
dmiezelle zwischen Unterlage (dunkelgraues Band)
und hochgehobenen Fibroblasten, Die letzteren sind
teils weitgehend (Zelle links), teils nur wenig abgeflacht
(Zelle rechts)y und Uberlappen sich in ausgedehntem
Masse. Man beachte den stellenweise sehr geringen
Abstand zwischen Oberseite der Leukidmiezelle und
Unterseite der Fibroblasten.







Eindringen dieser Zellen ins Mesenterium
unter natiirhichen Bedingungen ablaufen
konnte. Daran schloss sich der in-vitro-Teil
der Experimente an: in Abstinden von
hochstens 24 Stunden wurden Mesenterien
entnommen und teitweise fir die Mikrokine-
matographie. teilweise fir die Elektronenmi-
kroskopie verwendet. Wir filmten also am in
Kultur tiberlebenden Mesenterium die Fort-
setzung von Bewegungsvorgingen, die in der
Ratte begonnen hatten. Friher oder spiter
wurden auch die Mesenterien aus den Or-
gankulturkammern fiir die Elektronenmikro-
skopie verarbeitet. Insgesamt erhielten wir so
eine grosse Sammlung dynamischer und sta-
tischer Befunde iiber die Geschehnisse, die
sich am Mesenterium vom Zeitpunkt der
Tumortransplantation bis zum Tod der
Wirtstiere etwa eine Woche spiter abspiel-
ten.

Abgesechen vom Bewegungsverhalten der
Leukdmiezellen interessierte uns vor allem
der erste Schritt ithres Eindringens ins Mes-
enterium, die Uberwindung des Mesothels.
Wir beurteilten diese dichigefiigte Zell-
schicht als ernsthaftes Hindernis, was sich
aber als falsch erwies. Aus bisher nicht abge-
klarten Grinden zichen sich nidmlich an
manchen Stellen des Mesenteriums die Me-
sothelzellen zusammen. Thre vorher flache
Gestalt wird halbkugelig. und zwischen die-
sen verinderten Zellen wird das normaler-
weise fugenlos bedeckte Innere des Mesente-
riums zugidnglich. Nur auf diesen von Meso-
thel entblossten Stellen fanden wir Leuk-
dmiezellen. Sie waren teils kugelig. teils pola-
ristert. und die Rasterbilder lieferten viele
Beispiele fir Zellen, die zwischen dem kon-
trahierten Mesothel den Weg ins Faserge-
flecht des Mesenteriums angetreten hatten
(Abb.7a-c). In fixierten und gefiirbten Pri-
paraten des ganzen Mesenteriums so gut wie
in Schnitten liessen sich die Leukimiezellen
zwischen den Fasern gut erkennen (Abb. 7d.
).

Aus zahlreichen Filmsequenzen konnten wir
einen Eindruck vom Bewegungsverhalten
der Leukdmiezellen gewinnen (Abb. 7¢). Sie
wanderten kreuz und quer durch das Flecht-
werk. wobei sie sich stiindig zwischen Fasern
hindurchzwingen und dabei ihre polarisierte
Grundgestalt der augenblicklichen Umge-
bung anpassen mussten. Manche Faserbiin-
del liessen sich offensichtlich nicht umgehen;
12
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die Folge waren hiufige Richtungswechsel
sowie die Ansammlung von Zellen in Nj-
schen, aus denen sie - mindestens zeitweise -
keinen Ausgang fanden.

Neben ihrer Bewegungsfihigkeit fithrten die
L-5222-Zellen im Mesenterium auch ihre
Tetlungsfihigkeit vor. Die Kombination von
Wandern und Teilen stellt fur Krebszellen
zweifellos das wirksamste Verfahren zur aus-
gedehnten Infiltration von Organen dar. Tat-
sichlich waren nach einer Woche grosse
Abschnitte des Mesenteriums diffus von
Leukdmiezellen durchsetzt.  Schidigungen
des Fasergertists waren damit kaum verbun-
den. im Gegenteil: die Anwesenheit der
Leukidmiezellen regte offenbar die Bindege-
webszellen zu vermehrter Faserbildung an.
Am Schluss waren in manchen Sektoren des
Mesenteriums die Maschen des verdichteten
Flechtwerkes mit Zellen vollgestopft. und
dieses Gedriinge brachte die Lokomotion der
Leukdmiezellen nach und nach zum Erlie-
gen.

Wir hatten uns damit einen Uberblick iiber
die leukidmische Infiltration des Mesente-
riums verschaflt (Abb.8b) und im Rahmen
dieser Arbeitsphase auch den Beweis fiir die
Fortbewegung von Krebszellen im Innern
eines lebenden Gewebes erbracht. An diesen
Stand der Kenntnisse schliessen sich nun
verschiedene Uberlegungen und Fragen an.

Uberlegungen und Fragen

Die Ergebnisse des geschilderten Arbeitsgan-
ges sind zunichst einmal in methodischer

Abb o, Konfrontaton von L-3222-Zelten mit der kulii-
vierten Vorniere des Hihnerembryos, oo b Halbdinn-
schnitte von Randpartien der Organkuliuren. In a sind
an der Oberflache des Vornierenfragments sowohl! run-
de wie polansierte Leukiimiezellen erkennbar, ehenso
dichtgelagerte Leukamiezellen mehr in der Tiefe. In b
15t ein Einbruch von Leukimiezellen durch die Kapsel
festgehalten. ¢, d) Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen von Leukidmiezellen an der Oberfliche von
Organkulturen. Neben kugeligen Leukdmiczellen ist je
eine polarisierte Zelle in der Konstellation des Eindrin-
gens in die Tiefe erfasst. e /) Halbdinnschnitte von
centralen Partien der Organkulwuren. In e legen runde
Leukimiezellen in einem Hoehlraum, wihrend sich in
Leukiimiezellen durch langliche Gestalt cinem Bindege-
websseptum zwischen zwel Vornierenkanilchen ange-
passt haben.

{Abb.a, e. I aus Pourreau et al.. The role of celjular
locomotion in leukemic infiltration, Virchows Archiv B
23, 1977, mit Erlaubnis des Springer-Verlags.)







Hinsicht aufschlussreich. Sie zeigen eine
weitgehende Ubereinstimmung des Bewe-
gungsverhaltens von Zellen ausserhalb und
innerhalb des Korpers. Die Aussage er-
scheint somit vertretbar, dass es ein Grund-
verhalten von Zellen gibt, das sich unter
Kulturbedingungen prinzipiell  ermitteln
lasst, obwohl es gegeniiber den Verhiiltnissen
im Korper mehr oder weniger stark modifi-
ziert ist,

Am Modellfall der L-5222-Leukimie stellten
wir fest, dass die lokale Ausbreitung in erster
Linie durch die Bewegungsaktivitat der Zel-
len zustandekommt. Daraus ergibt sich als
erstes die Frage nach dem Geltungsbereich
dieses Resultates.

Wie kurz erwithnt, fanden wir bei einer
zwellen Rattenleukdmie keine Anhaltspunk-
te fir eine ins Gewicht fallende Rolle der
Zellokomotion. Mindestens bei der Ratte
bestehen somit grosse Unterschiede in der
Verhaltensweise leukdmischer Zellpopulatio-
nen. Dabetl muss betont werden, dass das
Bewegungsverhalten dieser Leukdmien eine
stabile Eigenschaft ist, denn es blieb wih-
rend einer 3jdhrigen Beobachtungszeit un-
verindert. Da sich beide Rattenleukdmien in
ithren Wirtstieren ausbreiten, miissen wir den
Schluss ziehen. dass die Wanderungsfihig-
keit der Zellen keme unerldssliche Voraus-
setzung der leukidmischen Infiltraton dar-
stellt. Sie kann aber in manchen Fillen den
beherrschenden Faktor der Ausbreitung bil-
den und bestimmt dann wahrscheinlich auch
deren Geschwindigkeit und damit das
Schicksal des Organismus.

An dieser Stelle drangt sich ein Blick auf die
Verhiltnisse beim Menschen auf. Uber die
Ausbreitungsweise menschlicher Leukimien
ist bisher nur wenig bekannt. Das von uns
festgestellte Vorkommen lokomotiver und
nicht-lokomotiver Populationen bei den
leukdmien des Menschen kann jedoch als
Hinweis auf dhnliche Zustinde wie bei der
Ratte aufgefasst werden. Allerdings waren
wir nie in der Lage. Zellen von menschlichen
Leukdmien 1n lingeren Abstdnden zu filmen.
da bei den Patienten nach den abklarenden
Blutuntersuchungen immer rasch die Thera-
pie eingeleitet wurde.

Welche Rolle spielt nun die Zellokomotion
ber anderen Krebsarten? In erster Linie in-
teressieren uns die vom Epithelgewebe ab-
stammenden Karzinome. die ja viel hiufiger
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und deshalb klinisch auch bedeutsamer sind
als die Leukdmien. Unsere Untersuchungen
sind noch nicht weit gediehen, lassen aber
bereits erkennen, dass es auch bei den Karzi-
nomen Fille mit bewegungsaktiven und -in-
aktiven Zellen gibt. Wie Leukdmiezellen be-
sitzen auch wandernde Karzinomzellen an
threm Vorderende auflillige membranartige
Fortsitze. Im Ganzen scheint die Lokomo-
tionsfihigkeit der bewegungsaktiven Karzi-
nomzellen weniger intensiv zu sein als dieje-
nige von Leukdmiezellen. Die Karzinomzel-
len wandern langsam und nur iiber kurze
Strecken, wobei sie sich nie weit von threm
Ausgangspunkt entfernen. Dennoch kann
das Bewegungsverhalten der Krebszellen
auch bet den Karzinomen einen wichtigen
Faktor der lokalen Ausbreitung bilden.

Die mikrokinematographische Registrierung
des Bewegungsverhaltens und die parallele
Ermittlung von Verdnderungen der Gestalt
mittels Raster-Elektronenmikroskopie bilden
eine erste Grundlage fiir das Studium der
Bewegungsmechanik von Krebszellen. So-
wohl fiir Leukdmie- wie fir Karzinomzellen
lassen sich erste grobe Vorstellungen gewin-
nen. wie durch die Ubertragung einer im
Zellinnern erzeugten Antriebskraft auf eine
wechselnde Folge von Befestigungsstellen
am Substrat eine Vorwirtsbewegung zustan-
dekommen kann. Es ist nicht zu tibersehen,
dass beim Wandern auf Glas die membran-

Abb 7 Konfrontation von L-53222-Zellen mit dem Mes-
enterium der Ratte. ¢j Normales Mesothel an der Ober-
fliiche des Mesenteriums. b 24 Stunden nach Injektion
von Leukdmiezellen in die Bauchhdhle sind zwischen
den Mesothelzellen Spalien entstanden, in denen das
Bindegewebe des Mesenteriums blossliegt. Eine Leuk-
amiezelle hat sich auf dem Fasergeflecht festgesetzt,
¢} An den folgenden Tagen werden zwischen abgerun-
deten Mesothelzellen runde und pelarnisierte Leukimie-
zellen gefunden. die tiefer ins Innere vorgedrungen
sind, d, ¢/ Aufsicht auf das von Leukimiezellen infil-
wrierte Mesenterium. Im fixierten und gefiirbien Pripa-
rat (d) sind neben den Leukdmiezellen (Pfeile) zahlrei-
che Mastzellen (M) und weisse Blutkérperchen (Granu-
lozvien. (i} sichtbar. Die Phasenkontrastautnahme aus
cinem Film (e) zeigt neben runden auch einige polari-
sterte Leukiimiezellen (Pfeile), die sich in den Geflecht-
maschen umherbewegten. fj Vertikaler Halbdiinnschnit
durch ein Mesenterium ungefihr im gleichen Stadium
der leukiimischen Infiltration wie in Abb,e. Leukimie-
zellen (Pfeile) sind locker im Bindegewebe verteilt.
(Abb.a, b, ¢ aus Strauli et al.. Different modes of
mesenteric infiltration by two rat leukemias, Virchows
Archiv B 35, 1981, mit Erlaubnis des Springer-Verlags.)







artigen Fortsdtze am Vorderende der Zellen
(die sogenannten Fuhrungslamellen) von be-
sonderer Bedeutung sind. Wie weit sie auch
im Korperinnern vorkommen. ist noch un-
klar. Es st anzunehmen. dass die Haftstellen
der Zellen ber der Durchwanderung von
Geweben in der Regel drei- und nicht zwei-
dimensional angeordnet sind. Auf die Form
und Funktion von Fihrungsiamelilen muss
dies einen grossen Einfluss ausiiben, wenn
dadurch auch kaum grundsidtzhich andere
Mechanismen der Zellokomotion bedingt
werden.

Im Hinblick auf die Fortbewegung von
Krebszellen innerhalb von Geweben taucht
eine weitere Frage auf, ndmlich diejenige
nach dem Bewegungsraum. Nirgends gibt es
leere oder nur von Flissigkeit erfiillte Ab-
schoitte, und auch dort. wo unsere Filme
und elektronenmikroskopischen Aufnahmen
diesen Eindruck erwecken. befinden sich die
wandernden Zellen in Wirklichkeit inmitten
eines komplizierten Geflechtes aus Makro-
molekitlen. Wenn wir die Leukdmiezellen im
Mesenterium zwischen den Bindegewebsfa-
sern antreffen. bedeutet dies wohl. dass sie
den groben Strukturen ausweichen kinnen,
nicht aber, dass sie Gberhaupt keinem Wi-
derstand mehr begegnen. Wie bei der Wan-
derung der Leukdmiezellen unter den abge-
flachten Fibroblasten stehen wir damit wie-
der vor dem Problem des Spurens bzw.
Bahnens: erfolgt es physikalisch, chemisch
oder kombiniert? Da fiir die Wanderungen
der Leukozyten die gleiche Situation besteht.
liegt hier wahrscheinlich ein noch unbekann-
tes Organisationsprinzip der Gewebe oder
mindestens der sogenannten extrazelluliren
Matrix verborgen.

Mit der Erwihnung der Leukozyten ist die
oft gestellte Frage nach dem Unterschied
zwischen Krebszellen und normalen Zellen
angeschnitten. Aufgrund unserer Kenntnisse
im Bereich der dvnamischen Morphologie
(einschliesslich der daraus ableitbaren Uber-
legungen zur Bewegungsmechanik) besteht
kein grundsitzlicher Unterschied. Dies gilt
auf jeden Fall fur die Blutzellen. und auch
ber der Gegeniiberstellung von Karzinom-
zellen und normalen Epithelzellen zeichnet
sich nach unseren bisherigen Erfahrungen
eine Ubereinsummung ab. Ein Vergleich
zwischen dem Bewegungsverhalten von
Krebszellen und normalen Zellen wird je-
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doch erst dann sinnvoll, wenn auch die
Strukturen und Krifte im Innern der Zellen
beriicksichtigt werden. Es witrde uns jedoch
nicht verwundern. wenn auch dieser Zugang.
der gewissermassen einer dynamischen Mo-
lekularbiologie entspricht, grundsitzlich glei-
che Verhiélinisse bet neoplastischen und nor-
malen Zellen aufdecken wiirde. Ein solches
Ergebnis wiirde lediglich bedeuten, dass
Krebszellen und normale Zellen die gleichen
Mechanismen zur Fortbewegung besitzen.
Es wiirde jedoch nichts aussagen tber den
unterschiedlichen Gebrauch, den die beiden
Zelltypen im Organismus von diesen Mecha-
nismen machen, nimlich normale Zellen in
den meisten Féllen itberhaupt keinen.
Krebszellen dagegen einen sehr verschieden-
artigen und unter Umstdnden dusserst inten-
siven. Die Unterschiede im Bewegungsver-
halten von Krebszellen und normalen Zellen
liegen also aller Wahrscheinlichkeit nach im
Bereich der Regulationen. Damit wird auch
das Fernziel der in diesem Aufsatz darge-
stellten Forschungsrichtung erkennbar.

Abb. 8 Vergleich des normalen und des von 1-3222-
Zellen mfiltrierten Mesentenums.  Zeichnungen von
Prof. ROV, Krsud, Institut fiir Histologie und Embryolo-
gie. Universitit Lausanne. ¢) Ausschmitt aus dem nor-
malen Mesentertum. Das luckenlose Mesothel bedeckt
beidseits eine dinne Schicht faserreichen Bindegewe-
bes. A1 Ausschnitt aus einem missig infiltrierten Mesen-
terium. Die Verdickung ist nicht nur durch die vieten
Leukdmiezellen. sondern auch durch Vermehrung des
Bindegewebes und Zuwanderung von Enwzindungszel-
len bedingt. An der Oberfliache sind von rechts hinten
nach links vorne die Versinderungen des Mesothels
angegeben. Leukidmiezellen befinden stch an der Ober-
fliche zwischen kontrahierten Mesothelzellen und im
innern zwischen den Bindegewebsfasern. Die polarisier-
e Gestalt zeigt ber den lokomouven Leukdmiezellen die
Bewegungsrichtung an. Auf diese Weise kdnnen an den
beiden Schnittfliichen Leukidmiezellen erkannt werden,
die von aussen nach innen und von innen nach aussen
wandern.

(Aus Striuli et al., Different modes of mesenteric infil-
tration by two rat leukemias, Virchows Archiv B 35
1981 mit Erlaubnis des Springer-Verlags.)




T

,‘fé l

« &

o

*, Nt t\«;’i

o o hopihun % =
3 L A AN [y
,'Mwu,u’*t'{;‘mﬁhg#'}u E

& = WL

At
4
Aag2”
i‘\ iRy

oy X T
'&{j\“v.f!q_uu__

; E f
ol W,
Y e 01 AR e

U2k

P
ay At
S by,

Beerreren

g
A,
et e

17



Die dargestellten Untersuchungen der Abtetlung fur
Krebsforschung wurden unterstinzt von der Krebsliga
des Kantons Zirich und von der Schweizerischen
Krebsliga. Fur den vorliegenden Aufsatz leisteten in
fotografischer Hinsicht Beatrice Arnold und in sekreta-
rieller Hinsicht Helen Windlin ausgezeichnete Arbeit;
heiden spricht der Verfasser den herzlichsten Dank aus.
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