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Die Tumorstammzellhypothese hat wesentlich zum Verstandnis maligner Krebs-
erkrankungen beigetragen. Sie postuliert, dass Krebszellen im Sinne einer Hierarchie
miteinander vernetzt sind und eine unreife Population von sogenannten Tumor-
stammzellen durch erhohte Selbsterneuerungsfahigkeit und Bildung von reiferen
Tochterzellen zur Aufrechterhaltung des Tumors in der Lage ist. Die vorliegende
Arbeit ist mit der Hoffnung verknipft Tumorzellen mit erhdhter Selbsterneuerungs-
fahigkeit mittels eines Marker-unabhangigen Verfahrens nachzuweisen und zu
charakterisieren. Hierfir wurde eine kirzlich beschriebene Methode zur Kultivierung
und Beobachtung neuraler Stammzellen auf Glioblastomzellinien angewendet: Der
Neural Colony Forming Cell Assay (NCFCA) ermobglichte es, in eine Kollagenmatrix
eingebettete Glioblastomzellen Uber langere Zeitrdume zu beobachten und
funktionelle Untersuchungen durchzufihren.

Insgesamt wurden fir diese Arbeit 21 verschiedene Glioblastomstammzellkulturen im
NCFCA auf ihre Selbsterneuerungsfahigkeit (Klonogenitat) untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass diese unter Standardbedingungen ahnlich wachsenden Zell-
linien sich in Bezug auf ihre Klonogenitat im NCFCA deutlich unterschieden. So
konnte ein 324-facher Unterschied in der Klonogenitéatsrate zwischen der Zelllinie mit
der niedrigsten und der mit der hochsten Selbsterneuerungsfahigkeit nachgewiesen
werden. Diese Heterogenitat war jedoch unabhangig von Zelltod - mittels PI-
Inkorporation ermittelt - oder Proliferationsgeschwindigkeit. Gleichzeitig konnte ge-
zeigt werden, dass einige Glioblastomzellinien eine Klonogenitat von bis zu 16%
aufwiesen, im Gegensatz zu neuralen Stammzellen mit durchschnittich 2-3%.
Weiterhin wurde eine signifikante Assoziation zwischen erhdhter Klonogenitat und
dem Gesamtuberleben von Glioblastompatienten ermittelt. Durch den Vergleich der

Uberlebensdaten von Patienten mit den Klonogenitatswerten der zugehorigen



Glioblastomzelllinien konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen hoher
Klonogenitat und schlechtem Gesamtiberleben nachgewiesen werden (p=0.017). So
lag der Anteil der Patienten, die nach Diagnosestellung lediglich 10 Monate Uber-
lebten, in der Gruppe der hoch klonogenen Zelllinien bei 80% im Vergleich zu 18,6%
in der Gruppe der niedrig klonogenen Zelllinien.

Im Rahmen von Replattierungsexperimenten konnte weiterhin gezeigt werden, dass
die erhohte Selbsterneuerungsfahigkeit nicht auf einzelne Zellen innerhalb einer
Zellinie zurickzufuhren ist. Vielmehr zeigten Glioblastomzellen eine robuste,
zelllinienspezifische Hierarchie in Bezug auf ihre Selbsterneuerungsfahigkeit auf und
schienen im Vergleich zu normalen neuralen Stammzellen eine erhdhte Frequenz an
Zellteilungen aufzuweisen, bei denen die Selbsterneuerungsfahigkeit gleichermal3en
auf beide Tochterzellen Ubertragen wird. Diese Hypothese konnte im zweiten Teil der
Arbeit untermauert werden. Anhand wvon Farbungsexperimenten mit dem un-
toxischen, stabilen Membranfarbstoff Dil, konnte das Wachstums- und Teilungs-
verhalten zuvor identifizierter, aggressiver Glioblastomzelllinien Uber langere
Zeitraume beobachtet werden. Es zeigte sich, dass einige Tumorzellen im Zell-
verband bereits nach wenigen Zellteilungen in einen Ruhezustand Ubergehen und
dass dieses Teilungsmuster im Sinne einer Zellhierarchie konstant bleibt.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse beschreiben den NCFCA als ein
sensitives und Marker-unabhdngiges Verfahren zur Ildentifizierung von aggressiven
Glioblastomzellinien mit erhohtem Selbsterneuerungspotential. Die Erkenntnisse
dieser Arbeit liefern somit einen Beitrag zum besseren Verstandnis der Tumor-

stammzelltheorie in Glioblastomen.



