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Das kolorektale Karzinom stellt aktuell die haufigste maligne Tumorerkrankung in
Deutschland dar. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass im kolorektalen Karzi-
nom — wie auch in anderen soliden Tumoren und verschiedenen Formen der Leuka-
mie — eine kleine Subfraktion sogenannter Tumor-initiierender Zellen (TIC) existiert.
Diese ist im Gegensatz zu allen Ubrigen Tumorzellen in der Lage, Tumorwachstum
aufrechtzuerhalten und bei Xenotransplantation in immundefiziente Mause den Pati-
ententumor identisch nachzubilden. Eine vermehrte Resistenz der TIC gegenuber
Chemotherapie und ihre Persistenz werden als mdglich Ursachen dafir vermutet,
dass einige Patienten nicht suffizient auf eine Chemotherapie ansprechen und auch
Jahre nach initial erfolgreicher Therapie ein Rezidiv erleiden.

Bislang war vollig unklar, wie kolorektale TIC organisiert sind und ob TIC aus einer
homogenen Zellpopulation oder funktionell heterogenen Zellsubfraktionen mit unter-
schiedlicher Rolle fur Tumorwachstum und Metastasierung bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher zunachst Aufreinigung primarer kolorektaler
Tumorzellen aus Patientenproben, deren Kultivierung und Anreicherung in Tumor-
spharoidkulturen und die Transplantation unter die Nierenkapsel immundefizienter
Mause zum Tumorigenitatsnachweis in vivo etabliert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass primare kolorektale TIC in Tu-
morspharoidkulturen funktionell effektiv angereichert werden kénnen und ihr Diffe-
renzierungspotential beibehalten. Expressionsanalysen der Tumorspharoidzellen
lieferten neue Hinweise darauf, dass publizierte TIC-Marker wie CD133 nicht univer-
sell exprimiert werden und TIC daher nicht auf Grundlage ihres Phanotyps prospektiv
angereichert werden kénnen, ohne relevante Subfraktionen auszuschlielen. Tumor-
spharoidkulturen mit epithelio-mesenchymalem Expressionsprofil zeigten in vivo er-

hohte TIC-Frequenz und Metastasierungsaktivitat gegenuber rein epithelialen Tu-



morspharoidkulturen, was auf ein Verbindung von epithelio-mesenchymlaer Transiti-
on (EMT) und TIC-Funktion hindeutet.

Tumorspharoide beinhalteten Spharoid-bildende Zellen, die sowohl in der Lage wa-
ren, sich selbstzuerneuern als auch limitiert und nicht-proliferative Zelltypen hervor-
zubringen.

Die Xenotransplantation lentiviral markierter, primarer Tumorspharoidzellen und
frisch aufgereinigter kolorektaler Tumorzellen in Verbindung mit hochauflésender In-
sertionsstellenanalyse und ,next generation“-Hochdurchsatz-Sequenzierung wiesen
erstmals ausgepragte funktionelle Unterschiede innerhalb der TIC-Fraktion in vivo
nach.

Es zeigte sich eine hierarchische Organisation des TIC-Kompartiments in unter-
schiedliche Zellklassen: An der Spitze eine kleine Subfraktion Langzeit-tumorigener
TIC (LT-TIC), die sich selbsterneuerten und damit serielles Tumorwachstum auf-
rechterhielten. LT-TIC waren mafgeblich an der Metastasenbildung beteiligt und
brachten Transient Tumor-amplifizierende Zellen (T-TAC) hervor. T-TAC dominierten
das TIC-Kompartiment, und produzierten die Vielzahl postmitotischer, nicht-
tumorigener Tumorzellen. Sie verflgten jedoch Uber keine oder nur geringe Selbst-
erneuerungsfahigkeit und stellen somit kein ideales therapeutisches Ziel dar.

LT-TIC konnten verzogert aktiv werden (DC-TIC) und in das Knochenmark streuen.
Diese Zellen stellen eine besonders interessante Fraktion dar, da sie durch ihr
Proliferationsverhalten chemoresistent sein kénnten. Das Knochenmark bildete ein
Reservoir tumorigener LT-TIC und damit eine potentielle Quelle fur ein Rezidiv.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass kolorektales Tumorwachstum somit durch ein
Stammzellsystem ahnlich dem normalen hamatopoetischen System und dem intesti-
nalen sowie epidermalen Epithel aufrechterhalten wird. Stochastische Einflisse und
genetische Heterogenitat waren nicht fur die funktionelle Heterogenitat innerhalb der
TIC verantwortlich, wenngleich weitere Untersuchungen zum Verhaltnis von geneti-
scher und funktioneller Heterogenitat notwendig sind.

Die Fahigkeiten zu Tumorbildung, Selbsterneuerung und Metastasierung wurden un-
abhangig voneinander in den TIC-Subfraktionen gefunden, sodass davon auszuge-
hen ist, dass diese Eigenschaften getrennt voneinander reguliert werden.

Der Ansatz, unterschiedliche Subpopulation der TIC anzureichern, molekular zu mar-
kieren und transplantieren, ermdglicht es, TIC in vivo zu identifizieren und isolieren.

So kénnen die Mechanismen analysiert werden, die den Ubergang von selbsterneu-



erndem zu transient proliferierendem und von nicht-metastasierendem zu metasta-
sierendem Phanotyp steuern. Die Ergebnisse zeigen, dass neue Pharmaka mit kura-
tivem Ansatz die SchlUsselstellen dieser regulatorischen Prozesse gezielt angreifen
sollten, um Selbsterneuerung und Metastasierung der LT-TIC in kolorektalen Karzi-

nomen zu blockieren.



