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In vitro Modelle in der Krebsforschung
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Zusammenfassung
In der Krebsforschung werden zunehmend in vitro
Techniken verwendet, sowohl bei der Suche nach muta-
genen und karzinogenen Risikofaktoren als auch zur
Verbesserung von Diagnose und Therapie bzw. zum
verstondnis der Krebsentstehung und der Metastase-
Fiihigkeit von Krebszellen. Die Krebsforschung hat fur
die Yerbesserung solcher in vitro Techniken, die in
vielen Bereichen Tierversuchen iiberlegen sind, eine
Vorreiterrolle iibernommen.
In dieser Ubersicht werden verfeinerte Methoden der
Zellkultur, der 3D-Zellkullur, der Immunologic. der
Membran- und Organellen-Forschung sowie der Mole-
kularbiologie und Gentechnilc vorgestellt und die For-
schungsstrategien (z.B. der EU - Europa im Kampf
gegen Krebs) erldutert. In vitro-Techniken zur Analyse
der Einrelschritte der metastatischen Kaskade sowie
histologische und bildanalytische Zellkultur- Verfahren
haben die Metastasenforschung entscheidend verbessert.
Diese Forschung ist auf die Bekampfung der Hauptto-
desursache des Krebses gerichtet, setzt aber meist
hochbelastende Tierversuche ein. Dank neuer in vitro
Techniken kann heute auf viele Tierversuche der Meta-
stasenforschung verzichtet werden. Auch die Suche nach
gentoxischen und nicht-gentoxischen Kanzerogenen

1 Einleitung

Krebs ist nach Herz-Kreislauferkran-
kungen die haufigste Todesursache,
und unsere Erfolge im Kampf gegen
Krebs sind trotz vieler Detailerfolge
im gesamten weiterhin entauschend.
Die Haufigkeit von Krebs als Todes-
ursache ist nach wie vor im Anstei-
gen.
Derzeit erkrankt jeder vierte Euro-

paer wahrend seines Lebens an
Krebs, im Jahre 2000 wird es ver-
mutlich schon jeder dritte sein, und
die EU bernuht sich mit ihrem Regie-
rungsprogrurnrn, "Europa im Kampf
gegen Krebs", diesen Anstieg der
Krebsinzidenz zu verhindem
(Abb.l) (Vermorken et al., 1994).
Die Hoffnung, daB die Krebslor-
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kann vor allem durch metaboliscn kompetente Saugetier-
zellen runchmend in vitro durchgefuhrt werden.

Summary: In vitro test systems in cancer research.
An increasing variety of in vitro test systems is used in
cancer research to detect mutagenic or carcinogenic
factors, to improve diagnosis and therapy and to study
cancer cell functions and metastasis. This short review
indicates that these in vitro techniques are not only
superior to some animal experiments but often are the
leading techniques. Improved 3D cell culture techniques,
studies of membrane or organell functions as well as
molecular biology and genetic techniques will be discus-
sed in the light of the cancer research strategic recom-
mendations of the European Community (Europe against
cancer). The multistep cascade of events during metasta-
sis can be studied by in vitro techniques with outstanding
precision, making many painful animal experiments
avoidable. Metabolically competent human cells are
superior tools to uncover cancerogenic compounds and
mutagenic factors.

Keywords: metastasis, Europe against cancer, radio-
immunotheraple, cancer cell motility

schung rasch wesentliche Ergebnisse
liefern kann, erzeugt einen Erwar-
tungsdruck, potentiell lebensrettende
Ergebnisse zu finden, und die sinn-
volle Reduktion von Tierversuchen
ist dabei keine zwingende Motivati-
on. Dennoch hat die Krebsforschung
aus guten wissenschaftlichen Argu-
menten das Ziel der Reduktion yon
Tierversuchen intensiv verfolgt, und
in vitro Modelle sind heute ein Vor-
bild beim Einsatz von tierversuchs-
freien Forschungsmethoden in einem
grolsen und medizinisch eminent
wichtigen Gebiet.
Die in vitro Techniken dominieren

in der gesamten Krebsforschung in
hohem Grade, und sie hat selbst eine
Vorreiterrolle in der Forderung von
in vitro Techniken fur andere For-

schungsbereiche, z.B. unsterblich
gemachte Zellinien als Forschungs-
objekt.
Krebs ist eine Krankheit, die da-

durch charakterisiert ist, daf Zellen
einer bestimmten Art ihre physiolo-
gische Wachstumskontrolle durch
bleibende und weitervererbbare Ver-
anderungen verlieren. Sie sind da-
durch praktisch unsterblich und in
ihrer Neigung zur Vermehrung von
aufseren Einfliissen unabhangig.
Welche Reize an welcher Stelle und
in welchen Stufen eine krebsige Ent-
artung bewirken konnen, und welche
Schaden am genetischen Material
bzw. an der transmernbranaren LInd
intrazellularen Signaltihermittlung
dafur entscheidcnd sind, ist derzcit
Gegenstand der Forschung; es ist
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Abbi/dung 1: Die Inzidenz der Krebserkrankungen in Europa nicht weiter ansteigen
zu lassen, ist das Ziel der EU-Aktion: "Europa im Kampf gegen Krebs".

aber sieher, daB dies ein vielstufiger
Prozef ist.

2 Mutations- und Metastasen-
forschung

Die Bewertung des gentechnisehen
und kanzerogenen Risikos von Urn-
weltschadstoffen und von Medika-
men ten unter Berucksichtigung der
Dosiszeit- Wirkungsbeziehung, vor
allem fur die Tumorinduktion, ge-
lingt zunehmend besser und verlallli-
eher mit metabolisch kompetenten
humanen Zellen (vgl. den Tagungs-
bericht in ALTEX 13, J, 96, uber
Tierversuche in der Mutations- unci
Krebsforschung: Notwendigkeiten
und in vitro Alternativen).
Naeh Krebsentstehung isL fur den

rnensehlichen Korper selten das un-
gehcrnmte Wachsturn lebensbedroh-
lich, vielmehr ist es die Fahigkeit
von krebsig entartetem Gewebe, Ab-
siedlungen, sogenannte Metastasen,
an vielen und verschiedenen Stellen
des Korpers zu biJden. Die Ablosung
von Krebszellen vorn primarcn
Krebsgewebe ist die erste unver-
zichtbare Stufe der Metastasierung
und erfordert homeotypische Ablo-
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sung, also die Trennung von Krebs-
zelle und Krebszelle. Dabei durfte
die Fahigkeit zu akLiver Wande-
rung wichtig sein, denn Waehstums-
druck von hinten ist weniger wich-
tig fur das Eindringen einzelner
Krebszellen in gesundes Gewebe
oder gar fur lias Einwandern in
Gefafie.

TRITTHART

Es ist sicher, daB die Krebszellrno-
tilitat fur das fatale Ereignis der
Metastasierung cine noch wenig ver-
standene Schliisselrolle spielt (Liotta
und Kohn, 1990; Grimstad, 1987).
Aber auch del' Zell-Zellkontakr zwi-
schen Krebszellen sowie zwischen
Krebszellen und gesundem Gewebe,
und die Fahigkeit, Adhasionspunkte
fur die aktive Fortbewegung zu fin-
den, spielen ebenso, wie die Fahig-
keit, Gewebebarrieren durch Krebs-
zellen-eigene Enzyme zu durehbre-
chen, eine zentrale Rolle.

3 Immono- ond Chemotherapie

Wo stehen wir heute in der Krebsbe-
handlung? Zum Zeitpunkt der Dia-
gnose haugen die Zukunftsaussich-
ten vor allem davon ab, ob bereits
Absiedlungen, also Metastasen, ge-
bildet wurden. Wo immer moglich,
ist die Vorsorge bzw. Fruherkennung
einzusetzen, denn ein irn Fruhstadi-
urn vor Metastasierung entdeekter
Krebs U=iBtsich mit chirurgischen
und/oder strahlentherapeutischen
Methoden mit gutem Erfolg und ho-
her Sicherheit entfernen. Nach Meta-
stasierung sind alle Methoden, vor
allem auch jene der Chernotherapie,
bisher enttauschend (Abbildung 2).

ZUM ZEITPUNKT DER DIAGNOSE

I prirnarer metastasierter
Tumor Tumor

Angewandte Therapie

- nur chirurgischer Eingriff 22%
- nur Strahlentherapie 12%
- beide kombiniert 6%

aile anderen Therapien und
Kombinationen einschl,

5% (45%)Chemotherapie

gegenwartig heilbare
40% 5%Patienten

Heilung nicht erzielbar 18% 37% (55%)
..------

Abbi/dung 2; Nur bei fruhzeitig erkanntem Krebs (vor Metastasierung) bestehen gute
Chancen fOr eine erfolgreiche Krebstherapie.
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Diese unhcfriedigendcn Ergebni~-
se der Chemotherapie haugen auch
damit zusammen, daB sie zumeist
nur bei metastasierendcn Tumorcn
eingesetzt wird. Erfolgc wurdcn
hauptsachlich bei Tumoren des blut-
bildenden Gewebes, bei Tumoren
embryonalen Ursprungs und bei pa-
diatrischen Turnoren mit etwa 2/3
Erfolgsrate beschrieben, Doch ma-
chen diese Tumorarten nur etw(l 4 %
aller Krebsformen aus; eine Chemo-
therapie zur spezifisehen Hemmung
der Metastasenbildung gibt es nieht.
Eine grundlegende Sehwierigkeit

jeder Krebstherapie ist die Tatsache,
daB Krebs aus normalen Zellen ent-
steht, und daB deshalb wenige Unter-
sehiede zum gesunden Gewebe be-
stehen, die einen therapeutischen
Ansatz erlauben. Dieser Mangel an
Spezifitat ist der wesentliche lirnitie-
rende Faktor der Therapie, vor allem
aueh der Immunotherapie. Bei Ab-
wehrschwache, insbesondere bei
Aids, treten einige Krebsforrnen, wie
z.B. Lymphome, sehr haufig auf.
Deshalb ist die Annahme nahelie-
gend, daB bestimmte Krebsformen
durch ein funktionierendes Abwehr-
system unter Kontrolle gehalten wer-
den konnten. Aueh konnte ein ag-
gressiveres Abwehrsystem noeh
mehr ausrichten, vor allem, wenn es
gelange, den klein en von auBen er-
kennbaren Unterschied zwischen
Krebszellen und normaler Zelle aus-
zunutzen und die Aggressivitat des
Abwehrsystems zu steigern. Es gibt
folgende Hauptwege:

Monoklonale Antikorper
Aktive Immunisierung

• Forderung der Antigen-Prasenta-
tion

• Tumorinfiltrierende Lymphozy-
ten

Krebsforrnen, die eine Haufung
bestimmter Molekiile in der Zell-
obcrflache aufweisen, wie z.B. Me-
lanome, Dickdarmtumoren und Le-
berkrebs, schienen gut geeignete
Kandidaten fur den Einsatz mono-
klona1er Antikorper unter Ausnut-
zung einer moglichen zellzerstoren-
den Wirkung zu sein. Diese Hoff-
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nungcn haben sich aber kaum erfiillt,
doch die vielen in vitro Techniken
des "antibody-engineering" wer-
den mir zunehmendem Erfolg eingc-
setzt.
Ein diagnostischer Durchbruch ist

dureh szintigraphische Antikorper-
techniken, den Einbau von Techneti-
um in monoklonale Antikorper, ge-
lungen (Abbildung 3). Fur Dick-
darmtumoren konnten mit einer
Nachweisrate yon 93 % Tumoren
und Metastasen nachgewiesen wer-
den (Trampert et al., 1982).
Die Anlagerung von Zellgiften an

monoklonale Antikorper versucht
auch diese hochspezifische Vehi kel-
funktion auszunutzen; die· immun-
spezifische Enzym-mediicrte Che-
motherapie ist ein Gebiet grolser
Hoffnung (Abbildung 3). Monoklo-
nale Antikorper konnen durch eine
zweite Bindungsstelle auch zur spe-
zifischen Anreicherung von radioak-
tiven Nukliden an Tumorzellen fuh-
ren und so eine Radioimmunothera-
pie ermoglichen, die die Ortsproble-
me der Strahlentherapie elegant urn-
geht.
Auch die zytotoxischen ZeJlen des

Korpers, die bei Organtransplanta-
tionen uber MHC Klasse I Antigene
angreifen, konnten auf TumorzelJen
geloekt werden. Dies konnte durch
MHC Antigene geschehen, die an
tumorspezifische monoklonale Anti-
korper gekoppelt sind.
Viele Krebsarten konnen auch in

anderen Organismen ungestort
wachsen, weil Ihnen auf der Zell-
oberflache jene Molekiile fehlen
(MHC Klasse I bzw. Histokompati-
bilitats Antigene), die zum Erken-
nen fremder Zellen notwendig sind.
Konnte man die Gene fur die MHC
Antigen-Expression wieder anschal-
ten, wiirden Tumorzellen erkannt
und bekampfbar, Interferone schei-
nen diese Antigenprasentation in del'
Zelloberflache bestimmter Krebsar-
ten zu fordem. Interferone zahlen zu
den Biornodulatoren, wie der Tu-
mornekroseraktor, Kolonie-stimulie-
rende Faktoren und viele andere,
welche die ersten meBbaren Erfolge
der gentechnologischen Methoden
fur die Therapie brachten.

Bindereglon

" /Tc

/ "
Schwere Kette

Abbildung 3: Antikbrperteehniken fur
die Diagnose (Szintigraphie) und tur die
Therapie (Enzym-mediierte Chemothera-
pie, Radioimmunotherapie) sind bei
einigen Krebsformen erfolgreieh. Beispiel
eines Antikbrpers mit eingelagertem
Technetium (Te).

Lymphozyten, die in Tumorgewe-
be einwandern, kann man entnehrnen
und in optimalen Zellkulturbedin-
gungen gezielt vermehren. Diese ak-
tivierten Lymphozyten wandern
dann nach Reinfusion in den Tumor
zuriick. Ein gentechnischer Einbau
von Genen des Tumornekrosefaktors
isr in solchen Lymphozyten moglich,
und Tumorzellen reagieren beson-
ders empfindlieh auf diesen Faktor.
Leider brachte diese trickreiche
Kombination yon Zellkultur- und
Gentechnik nur bei einigen Mela-
nompatienten vermutlich vollige
Heilung, bei anderen versagte sie
vollstandig.

4 Tumorsuppressor-Gene

Science hat das Molekiil p53 als
einen vielfaltigen Schutzfaktor vor
Krebs zum Molektil des Jahres er-
nannt. Anfangs hielt man dieses Ei-
weiB fur ein Produkt eines Krebs-
gens, eines sogenannten Oncogens,
welches eine gesunde in eine Krebs-
zelle verwandeln kann. Heute weiB
man, daB das Protein eine Erbanlage
aktiviert, die iiber ein 21K Dalton
Protein einen wichtigen Motor der
Zellteilung, die Zyklin-Kinasen,
lahmlegt. Dadurch gewinnt die Zelle
Zeit, genau nach Fehlern im Erbrno-
lekiil zu fahnden und diese zu besei-
tigen, bevor Tochterzellen entstehen.

ALTEX 13,3/96
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Erbfehler, die zu Krebs fuhren kon-
nen, werden so praventiv beseitigt.
Dieses Eiweillmolektll kann in be-
stimmten Zellen durch einen physio-
logischen Zelltod, als Apoptosc he-
zeichnet, zum Untergang uner-
wunschter ZelJen fuhren. Bei etwa
der Halfte aller Krebspatienten findet
man im Tumor ein verandertes p53
Protein. Solche veranderten Proteine
haben gestorte Funktionen und for-
dem in manchen Fallen das Krebs-
wachstum aktiv. Auch Viren, wie
z.B. die Papillomviren, die am Ge-
barmutterhalskrebs mitbeteiligt sind,
hemmen diesen Krebsschutzfaktor
und lassen so mehr ZelJen entstehen,
in denen sie sich rascher vermehren
konnen. Hinter der Produktion dieses
Krebsschutzfaktors stehen Gene, die
man als Tumorsuppressor-Gene be-
zeichnet.
Derzeit sind erst wenige Tumor-

suppressor-Gene genauer untersucht
worden, aber es ist nattirlich eine
sehr wichtige Perspektive der Gen-
chirurgie, eine Einschleusung sol-
cher krebshemmender Gene zu errei-
chen. Gentechnische Versuche zie-
len darauf, durch homo loge Rekom-
binationstechniken mit speziellen, in
die Zellen eingebrachten Nuklein-

sauresequenzen die Funktion von
sogenannten Krebsgcnen gezielt aus-
zuschalten. Schon bisher spielt das
gentechnisch gezielre Abschalren
spczifischer Genlunktionen, z.B.
rnittels Anti-sense RNA, in der
Krebsgrundlagentorschung eine
wichtige Rolle. Diese Techniken er-
lauben es, die Rolle von Genen, die
am Krebsgeschehen beteiligt sind,
gezielt zu untersuchen.

5 Tierversuche und in vitro
Alternativen zur Metastasen-
forschung

Wie steht es aber mit der Metastasie-
rung, dem entscheidenden Unter-
schied zwischen gutartigem und bos-
artigem Wachstum? Je rascher undje
erfolgreicher ein Primartumor meta-
statische Absiedelungen an entfern-
ten Stellen bildet, umso bosartiger ist
er, umso schlechter sind die Hei-
lungschancen. Manchmal besteht def
Verdacht, daf nur eine Unter-
population an Zellen des Primartu-
mors hohe metastatische Potenz ge-
winnt, die Metastasen sind nicht
immer das prazise Abbild des Pri-
martumors.

Abbi/dung 4: 1m Vergleich zu Naevus-Zellen (links) zeigen Melanom-Zellen hohe
MotilitiH. Die Motilitat von Krebszellen ist fOr die metastatische und die invasive Patenz
mitentscheidend.
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Tm Tierexperirnent hahen wir die
Moglichkeit, aus einer fast unendli-
chen Vielfalt yon Krcbszellinien aus-
zuwahlen und einen Bolus solcher
Zellen intravenos, suhkutan oder in
Organe zu applizieren. Die Ge-
schwindigkeit bzw Dichte der Meta-
stasenbildung konnen ebenso wie
das lokale Tumorwachstum gernes-
sen und Faktoren mit EinfluB auf
diese Grofsen untersucht werden. Be-
sonders einfach sind Tests mit Mela-
nornzellen; die Metastasen in del'
Lunge sind schwarze Punktchen, die
mit freiem Auge ausgewertet werden
konnen. Diese Tierversuche haben
eine sehr hohe Leidenskomponente,
aber auch einige grundsatzliche
Nachtei1e. Der Vorgang der Ablo-
sung vom Primartumor, des Eindrin-
gens in Gefalle, ist mit einer intrave-
nosen Bolusinjektion nicht nachzu-
bilden. Auch die subkutane Einbrin-
gung eines Zellhaufens entspricht
nicht der metastatischen Aussaat yon
Einzelzellen und deren Hinauswan-
dern aus Gefalien in gesundes Gewe-
be. Es ist deshalb durchaus sinnvoll,
die vielcn Schritte der metastatischen
Kaskade in Form yon klar definier-
ten Einzelschritten mit in vitro Tech-
niken zu untersuchen. Im Tierver-
such haben wir - wie erwahnt -
unzweckmafsige Startbedingungen
und konnen nur das Endergebnis
bewerten; der Stellenwert der einzel-
nen Zellfunktionen in der metastati-
schen Kaskade bleibt vollig im
Dunklen. Selbst wenn wir wesentli-
che Hemmeffekte auf die Metasta-
sierung im Tierversuch nachweisen
konnen, konnen wir uber den An-
griffspunkt dieser Wirkung nur spe-
kulieren. In vitro Techniken erlauben
die genaue Analyse der Einzelschrit-
te in der metastatischen Kaskade.
Wir haben einen Mikroinkubator

zur Langzeitverwendung am inver-
tierten Mikroskop entwickelt, wel-
cher Zeitrafferaufnahmen fur Zell-
kulturen sehr einfach macht und das
Studium der homeotypischen Tren-
nung von Krebszellen von einem
Primartumor erlaubt. Auch die Wan-
derungsgeschwindigkeit in frei wahl-
baren Oberflachen, die auch Endo-
thelzellen sein konnen, bzw. im je-
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weiligen Medium, HiSt sich so genau
studieren (Hofmann-Wellenhof et
al., 1994).
Sogenannte gap junctions. trans-

membranate Kanale zwischen
Krebszellen, scheincn wesentlichen
EinfluB auf die Haftfestigkeit zwi-
schen Krebszellen zu haben, und die
Forderung der Bildung von gap
junctions, z.B. durch die dem Vit-
amin A verwandten Retinoide,
hemmt die Metastasierung. Mehr
gap junctions zwischen normalen
Zellen LIndKrebszellen konnten auch
eine verbesserle Zellkornmunikation
durch verschiedenartige Stoffe und
so z.B. eine Wachstumskontrolle
durch gesunde Zellen bewirken
(Mehta et al., 1989).
Es ist offensichtlich, daf ftlr das

Losen von Krebszellen ein Halt in
der Umgebung gefunden werden
muB; Kraftentwicklung, Zellverkur-
zung bzw. gerichtete Bewegung ist
erforderlich. Fur das Verstandnis der
Metastasierung ist es sehr wichtig zu
wissen, welcher Adhasionsmolkule
sich Krebszellen bedienen in ihrer
Wanderschaft dureh das Gewebe,
aber auch in ihrer Fahigkeit, in Ge-
faliwanden Halt zu finden und einzu-
dringen. Es gibt auch Faktoren, wie
z.B. Zytokine, die die Ausbildung
von Adhasionsmolekulen steuem
konnen.
Krebszellen finden nieht nur Kon-

taktpunkte im gesunden Gewebe,
sondem sie produzieren aueh gewe-
bezerstorende Enzyme, urn sich den
Weg freizusehlagen. Verschiedene
Kollagentypen, Fibronektin, Larni-
nin, Vitronektin u.a., bilden z.B. als
Basalmembran naturliche Barrieren
fur die Krebszellenwanderung, und
Krebszellen setzen Enzyme zur Zer-
storung dieser Barriere frei.

6 Lokomotion und Zytokinese
yon Krebszellen

Schon der Vergieich der Zellform,
normale Naevus-Zellen im Ver-
gleieh zu Melanomzellen in Abbil-
dung 4, zeigt, daB die bosartigen
Krebszel-len eine hohe Motilitat be-
sitzen.
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Die Wanderung von Krebszellen
ist am besten mit jungen Fibropla-
sten vergleichbar; wenige fokale
Kontakte, wenig strukturierte Aktin-
btlndel, hohe Membranfluiditat sind
typische Eigenschaften. Das Zusam-
menspiel zwischen den kontaktsu-
chenden Membranrezeptoren und
den kontraktilen Biindeln in der Zel-
le ist uberaus kompliziert. Nur Ak-
tin-Filamente und Mikrotubuli haben
die notige strukturelle Polaritat, und
mechanochemische ATPasen wie
Myosin, Dynei n und Kinesin steuern
die Wanderung der eukarotischen
Zellen, wobei intrazellulare Ca2+-Io-
nen eine SchlilsselroJle spielen dtirf-
ten (Bray 1992).
Krebszellen zeigen dabei nieht nur

einfache Fortbewegung, sondern
auch zytokinetische Formanderun-
gen LIndhektisches Aus- und Einfah-
ren von Zellauslaufern an Ort und
Stelle, was fur das Finden des Weges
des geringsten Widerstandes wichtig
ist. Mikrospikes mit 0.1 bis 0.2 IJll1

Durehmesser und Lamellipodia, flu-
gelahnliche Membranauslaufer, die
ahnlich dunn sind, werden typischer-
weise gefunden. Mit Zeitraffertech-
niken lassen sich sowohl die statio-
nare Motilitat wie die Wanderungs-
geschwindigkeit von Krebszellen in
vitro in den verschiedensten Oberfla-
chen genau vermessen. In dieser
Weise lassen sich auch viele Fakto-
ren mit EinfluB auf die Krebszellmo-
tilitat exakt untersuchen, vor allern,
welche Signale Stop- bzw. Go-Si-
gnale sind. Wurden Krebszellen
nach Eindringen in ein entfernt gele-
genes gesundes Gewebe endlos wei-
terwandern, wurden keine Metasta-
sen gebildet. Die Zelle muf in geeig-
neter Umgebung van Wanderung auf
Vermehrung umschalten, vermutlich
unter Verwendung naheverwandter
Systeme.

7 Mernbranrezeptoren und
transmembranare Signal-
transduktion

Auch die Zellvermehrung hat etwas
mit Zellkontakten zu tun. Wachs-
tumshormon-Rezeptoren haben

meist Tyrosin-spezifische Proteinki-
nasen an der Membraninnenseite, die
Proteine der fokalen Kontakte, wie
Integrin, Talin und Vinkulin, phos-
phorilieren und so die Kontakte 10-
sen. Die Zelle kann sich abrunden
und teilen; aber ohne Kontaktmog-
lichkeit, z.B. in Suspension ist keine
Zellvermehrung moglich, Auch SRC
Proteine des ROllS Sarkomvirus sind
solche tyrosinspezifische Protein-Ki-
nasen, die fokale Kontakte losen und
so das Wachstum und die Vermeh-
rung fordern konnen.
Es gibt naturlich noch viele andere

Wege der transmernbranarcn Signal-
iibermittlung in Krebszellen, die der-
zeit untersucht werden. Dabei
scheint die Proteinkinase C an der
Schliisselstelle vieler Signalwege zu
sitzen. Wir und andere haben linter
Verwendung solcher in vitro Techni-
ken gezeigt, daB Hemmstoffe der
Proteinkinase C hochwirksame Inhi-
bitoren der Krebszellmotilitat LInd
auch der Invasivitat sind (Helige et
al., 1993).

8 Systerne zum Studium der
Invasivitat

Es gibt viele in vitro Techniken, mit
den en Krebszellen natiirliehe oder
kunstliche Barrieren iiberwinden
rnussen, z.B. Arterienwande, Venen-
wande, Amnion, Netzwerke bzw.
Filter, z.B. mit Kollagel-Gel defi-
nierter Dicke.
Ein besonders erfolgreiches Sy-

stem, welches zum Nachweis meta-
statischer Potenz von Krebszellen
Tierversuehen wenigstens gleich-
wertig oder iiberlegen isr, wurde von
Mareel und Mitarbeitem 1979 be-
schrieben. Es wird dabei Krebsgewe-
be mit gesundem Gewebe konfron-
tiert und dabei untersueht, wie rasch
bzw. destruktiv Krebszellen in ge-
sun des Gewebe einmarschieren.
Abbildung 5 zeigt ein Spharoid aus

lebenden embryonal en Herzmuskel-
zellen von ca. 400 f..UD Durchmesser,
an dem ein Spharoid aus Krebszellen
von ca. 200 f..UD Durchmesser gerade
angewachsen ist. Die Proteoglykan-
Lind Laminin-Zusammensetzung von

ALTEX 13,3/96



~,." ~ TRITTHART--~~~-------------------------------¥-

Abbildung 5: Das 3D in vitro lnvasivitatsmodell yon Mareel dient der Evaluierung yon
Faktoren mit EinfluB auf die lnvaslvitat von Krebszellen (Spharoide aus gesundem
Gewebe in Kontakt mil Krebsspharoldsn, links). Bildanalytische Auswertungen
erlauben die Quantifizierung der lnvaslvitat analog zur klinischen Erfahrung (Mitte,
weiss Krebsgewebe) . 3D-Laserscan-Rekonstruktion der lnvasivitat mil Fluoreszenz-
techniken in diesem Modell zeigt der rechte Teil der Abbildung.

embryonalem Herzmuskelgewebe
entspricht sehr gut jenem von Gewe-
be, in das zumeist Metastasen ange-
siedelt werden. Wir haben auch
Spharoide aus Gehirn- oder Leberge-
webe ausprobiert. Vor allem aber
war es uns moglich, verschiedene
bildanalytische Verfahren so einzu-
setzen, daB wir objektive Zahlenwer-
te der metastatischen Potenz erheben
konnten, die die subjektive Bewer-
tung erfahrener Pathologen exakt wi-
derspiegeln (Smolle et al., 1990).
Wir haben mit dieser sehr verlalili-
chen Methode sehr viele Ergebnisse
erheben und sie fur 3D Techniken
verfeinern konnen, unter Verwen-
dung des Laserscan-Mikroskopes
und van Fluoreszenztechniken. Ab-
bildung 5 zeigt ein Beispiel dieser in
vitro Registriertechnik der lnvasivi-
Hit an lebendem Gewebe. Folgende
Schritte der metastatischen Kaskade
konnen so mit in vitro Techniken
untersucht werden:

A) Trennung Tumorzelle -
Tumorzelle

B) Wanderungsgeschwindigkeit
von Tumorzellen

C) Adhaesionseigenschaften von
Tumorzellen

D) Disintegration von Gewebe-
barrieren durch Tumorzellen

E) Turnor-Adhaesion an und
Penetration durch Endothel-
zellen von Gefafien

F) Wachstums- und Motilitats-
faktoren flir Tumorzellen

G) transrnembranare Signalwege
fur Wachstum und Motilitat
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Diese neuen in vitro Techniken er-
lauben die genaue Analyse der meta-
statischen Kaskade, und es ist zu
hoffen, daB so auch die Suche nach
gezielten Hemmstoffen der Metasta-
sierung aussichtsreicher wird, und
daB wir dazu auf besonders belasten-
de, qualende Tierversuche verzich-
ten konnen.
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