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1 Einleitung
1.1 Die Krebsstammzellhypothese 
Krebs ist in unserer Gesellschaft eine 
der gefürchtesten Krankheiten über-
haupt. Grundlegend kommt es  bei 
einer Zelle durch eine längerfristige 
Ansammlung von zahlreichen Mutati-
onen in kritischen Genen, die für die 
Zellwachstumskontrolle von Bedeu-
tung sind, zu einem unkontrollierten 
Zellwachstum. Dadurch entsteht bös-
artiges Tumorgewebe, welches gesun-
des Organgewebe befällt, verdrängt 
und zerstört. Einzelne Tumorzellen 
können den Primärtumor verlassen, 
schwemmen über das Blut und die 
Lymphe entfernt liegende Organe ( 
wie z.B Gehirn, Leber, Lunge) an und 
bilden dort Tochtergeschwülste (Me-
tastasen), die zur Funktionseinschrän-
kung und Gewebezerstörung der befal-
lenen Organe führen. 

Trotz der über Jahre hinweg verbes-
serten Überlebensraten durch bessere 
Behandlungsmaßnahmen, die sich aus 
einer Kombination von Chemo- und 
Strahlentherapie sowie chirurgischer 
Intervention zusammensetzen, konn-
ten bisher keine bahnbrechenden Er-
folge in der Behandlung fortgeschrit-
tener Krebserkrankungen verzeichnet 
werden. Die Ursache liegt darin, dass 
die gängigen medikamentösen und 
strahlentherapeutischen Maßnahmen 
nicht imstande sind, sämtliche Tumor-
zellen zu eliminieren. Kleine Tumor-
zellpopulationen überleben, die eine 
besondere Resistenz aufweisen, nicht 
auf gängige Therapien ansprechen  
und folglich für den tödlich verlaufen-
den, durch massives Tumorwachstum 
und Metastasenbildung gekennzeich-
neten Krankheitsrückfall verantwort-
lich sind.

Dementsprechend erscheint es außer-
ordentlich wichtig, die Gründe der 
Resistenzentwicklung gegenüber Tu-
mortherapien zu erforschen und ent-
sprechende therapeutische Interventio-
nen zu entwickeln.

Lange Zeit war die Annahme unter 
Wissenschaftlern verbreitet, dass Tu-
morzellen unter der Krebsbehandlung 
spontan genetische Mutationen ak-
kumulieren, die zu einem resistenten 
Phänotyp führen ("Somatische Muta-
tionshypothese"). Die Gründe für die-
se Resistenz können sein: Eine höhere 
Aktivität von DNA-Reparaturmecha-
nismen, die chemo- und strahlenthe-
rapeutisch induzierte DNA-Schäden 
reparieren, eine höhere Aktivität von 
sogenannten "Effluxpumpen" (mem-
brangebundene Glykoproteine, die als 
Pumpen fungieren und zellschädigende 

Identifizierung von Tumorstammzellen in etablierten humanen Melanomzelllinien
Krebserkrankungen in fortgeschrittenen Stadien sind auch heute noch schwer behandelbar und mit ei-
ner niedrigen Überlebensrate verbunden. Auch nach scheinbar erfolgreicher Krebstherapie kommt es zu 
einem Rückfall, der sich durch rapides Tumorwachstum, Metastasenbildung und Resistenz gegenüber 
allen Behandlungsmaßnahmen äußert. Therapieresistente Tumorstammzellen könnten die Ursache 
hierfür sein.
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Medikamente nach Eintritt in die Zel-
le aus dem Zellinneren wieder heraus-
transportieren) oder eine Inaktivierung 
von Apoptose (Zelltod) induzierenden 
Faktoren. Durch die spontane Resis-
tenzentwicklung überleben wenige Tu-
morzellen, die für den letalen Krank-
heitsrückfall verantwortlich sind.

In den letzten Jahren fand jedoch ein 
Paradigmenwechsel statt. Laut einer 
neuen Hypothese, der Krebsstamm-
zellhypothese [13], [14], sind wenige, 
inhärent resistente stammzellähnliche 
Tumorzellgruppen die Urheber für 
das behandlungsresistente Wiederauf-
treten der Erkrankung. Diese Zell-
populationen sind vermutlich entar-
tete Gewebestammzellen oder haben 
durch spontane genetische Mutationen 
Stammzelleigenschaften erworben und 
werden daher auch als "Tumorstamm-
zellen" bezeichnet.

Normale Stammzellen weisen eine 
Vielzahl von verschiedenen Eigenschaf-
ten auf. Zum einen sind sie besonders 
langlebig, teilen sich relativ selten 
(verbleiben öfters in der G0-Phase des 
Zellzyklus) und sind im Gewebe relativ 
selten vorkommend (0,1 bis 1 % der 
gesamten Zellpopulationen des Gewe-
be). Ihre Hauptaufgabe besteht darin, 
abgestorbene, ausdifferenzierte Gewe-
bezellen zu ersetzen, wobei dies durch 
die sogenannte asymmetrische Teilung 
geschieht. Durch die asymmetrische 
Teilung entstehen zwei Tochterzellen. 
Eine verbleibt als Stammzelle und die 
andere beginnt sich als Vorläuferzelle 
auszudifferenzieren, wodurch sie zu-
nehmend ihre Stammzelleigenschaften 
verliert um eine gewebetypische Funk-
tion anzunehmen. Bemerkenswerter-
weise besitzen Stammzellen ebenfalls 
die Fähigkeit der Pluripotenz und kön-
nen sich sogar zu verschiedenen Zell-
typen eines Organgewebes ausdifferen-
zieren, die verschiedene Funktionen 
übernehmen können. Ein sehr bedeu-
tendes Charakteristikum dieser selte-
nen Zellen ist auch die Fähigkeit in 
umliegendes, geschädigtes Gewebe ein-
zuwandern (Zellmigration), um dort 
regenerativ zu wirken. In Vitro Studien 
haben Hinweise geliefert, dass normale 
Stammzellen auch eine inhärente Re-
sistenz gegenüber DNA-schädigenden 
Agenzien aufgrund effizienteren DNA-
Reparaturmechanismen und eine Re-

sistenz gegenüber zum Zelltod (Apop- 
tose) führenden Faktoren aufweisen. 
Auf der Zellmembran exprimieren sie 
zudem noch stammzellspezifische Re-
zeptoren und Oberflächenproteine, die 
normale, ausdifferenzierte Zellen nicht 
besitzen, wodurch die Identifizierung 
dieser bedeutenden Zellen durch labor- 
technische Methoden gegeben ist. 

Ein Tumor ist demnach ein zellhierar-
chisch strukturiertes Organ, das durch 
seltene, entartete Tumorstammzellen 
aufrecht erhalten wird, welche durch 
ihre Stammzelleigenschaften zur Ge-
webeinvasion und Metastasierung ent-
fernter Organe befähigt sind und durch 
ihre Resistenz gegenüber zellschädigen-
den Einflüssen eine Tumortherapie 
selektiv überleben. Weitere spontane 
Mutationen in diesen überlebenden 
Zellen, die die Resistenz gegenüber 
Krebstherapien noch verstärken, kön-
nen durch darauffolgende Zellteilun-
gen an sämtliche Tochterzellen wei-
tervererbt werden. Das Resultat ist 
ein progressives, Organ zerstörerisches 
Wachstum von neuen therapieresis-
tenten Tumorherden und Metastasen, 
die letztendlich zum Tod des Patienten 
führen [1], [2].

Die Konklusion ist einleuchtend: Fort-
geschrittene Krebskrankheiten können 
erst dann erfolgreich behandelt wer-
den, wenn es gelingt, die Urheber der 
Krebswucherung zu eliminieren. Die 
Identifizierung und Charakterisierung 
von mutmaßlich existierenden Tumor-
stammzellen ist derzeit Gegenstand 
intensiver Forschung. Sollte sich die 
Tumorstammzelltheorie bewahrheiten 
und würde es gelingen therapeutisch 
Krebsstammzellen zu eradizieren, könn-
ten viele Patienten in fortgeschrittenen 
Krankheitsstadien geheilt werden.

1.2 Identifikation von Tumorstamm-
zellen
Ganz allgemein basiert derzeit die Me-
thodik der putativen Tumorstammzell- 
identifizierung auf der Verwendung 
von fluoreszenzmarkierten Antikör-
pern. Diese sind gegen gewebeunspezi- 
fische Stammzelloberflächenproteine 
gerichtet, welche auf der Zellmem- 
bran bei herkömmlichen Stamm- oder 
wenig differenzierten Vorläuferzellen 
hämatopoetischen (Blut), neurona-
len (Nerven) oder dermalen (Haut) 

Ursprungs vorkommen. Solche "mar-
kierten" Zellen werden mithilfe des 
Durchflusszytometers identifiziert und 
für weitere Untersuchungen aussor-
tiert. Die aussortierten Zellen werden 
dann auf ihr tumorbildendes Potential 
in Tiermodellen, ihre Resistenz gegen-
über Chemotherapeutika, ihre even-
tuellen Stammzelleigenschaften (z.B. 
Expression von stammzellassoziierten 
Genen) und anderes untersucht.

Einen definitiven Hinweis für die Exis-
tenz seltener, mutmaßlicher Krebs-
stammzellen, die anhand von stamm-
zellspezifischen Oberflächenproteinen 
("Cluster of Differentiation" CD-
Proteine) erfasst werden konnten, er-
brachten die Wissenschaftler um Bon-
net und Dick [1}, die im Jahre 1997 
mittels der Methodik der Durchfluss-
zytometrie putative stammzellähnliche 
Tumorzellen in zahlreichen humanen 
AML (akute-myeloischen Leukämie) 
Linien identifizierten. Es bestand die 
Annahme, dass die gesuchten Tumor-
stammzellen den Oberflächenphäno-
typ CD34+ / CD38-, wie er bei primi-
tiven hämatopoetischen Stammzellen 
zu finden ist, aufweisen müssten. Und 
tatsächlich wurden die Wissenschaft-
ler fündig und identifizierten wenige 
Zellen mit diesem Phänotyp (eine in 
10 000 AML-Zellen). Daraufhin iso-
lierten die Forscher diese Zellen von 
den AML-Zelllinien und injizierten sie 
subkutan in immungeschwächte Rat-
ten. Zum Vergleich wurde einer Tier-
kontrollgruppe AML Zellen injiziert, 
die nicht den CD34+/ CD38- Oberflä-
chenphänotyp aufwiesen. Das Ergeb-
nis war erstaunlich: Nur die isolierten 
CD34+ / CD38 - putativen Tumor-
stammzellen konnten AML in Ratten 
induzieren, während sämtliche andere 
AML-Zellen keine Leukämie etablie-
ren konnten. Diese Entdeckung war 
der erste wissenschaftliche Beweis für 
die Existenz von stammzellähnlichen 
Tumorzellen und veranlasste die Suche 
nach solchen in soliden Tumoren.

Zahlreiche Forschergruppen isolierten 
über die Jahre hinweg putative stamm-
zellähnliche Tumorzellen aus diversen 
Zelllinien solider Tumore, welche un-
spezifische Stammzelloberflächenpro-
teine aufwiesen und in extrem geringer 
Zahl (z.B 100 Zellen ausreichend!) eine 
hinreichende tumorinduzierende Wir-
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kung im Tiermodell anzeigten, wobei 
andere Tumorzellpopulationen keine 
Tumore etablieren konnten. Im Falle 
des Mammakarzinoms (Brustkrebs) 
exprimierten solche Zellen den Ober-
flächenphänotyp CD44+ / CD24- low 
/ ESA+ (2).

CD44 und ESA (Epithelial Specific 
Antigen) sind Oberflächenproteine, die 
von wenig differenzierten Vorläuferzel-
len (solche, die aus der asymmetrischer 
Stammzellteilung entstanden sind und 
sich beginnen auszudifferenzieren) ex-
primiert werden, während der Marker 
CD24 für komplett ausdifferenzierte 
Brustzellen charakteristisch ist.

Im Falle des Pankreaskarzinoms 
(Bauchspeicheldrüsenkrebs) exprimier-
ten stark-tumorinduzierende stamm-
zellähnliche Krebszellen den Ober-
flächenphänotyp CD44+ / CD24+ /  
ESA + (0,2- 0,8 % positiv für diesen 
Phänotyp) [3].

Auch in den humanen Zelllinien des 
Prostatakrebses [4] konnte man im 
Tiermodell stark krebsinduzierende 
CD44+ Tumorzellen nachweisen. Po-
tente Tumorstammzellen wurden auch 
aus Kolonkarzinomen (Dickdarm-
krebs) und aus Glioblastomen (hoch 
aggressiver Hirntumor) isoliert, wobei 
diese in beiden Fällen das Oberflächen-
molekül CD133 aufwiesen, welches 
auf hämatopoetischen (Blut), derma-
len (Haut) und neuronalen (Nerven) 
Stamm- und Vorläuferzellen exprimiert 
wird [5], [6].

Andere Studien berichten über die 
Existenz von CD133+ Zellen in 
Bauchspeicheldrüsen und Prostatatu-
moren, die neben den oben beschriebe-
nen CD44+ Zellpopulation, ebenfalls 
stark tumorinduzierend wirkten und 
stammzellähnliche Eigenschaften an-
zeigten [7],[8].

Genetische Analysen an Tumorgewe-
ben von Patienten mit diversen Tu-
morarten zeigten erstaunlicherweise, 
dass eine höhere Aktivität bestimmter 
intrazellulärer Signaltransduktions-
wege (NOTCH,BMI-1, Hedghog, 
WNT), die für die Selbsterneuerung 
und Zellteilung von Stammzellen von 
Bedeutung sind, mit einer schlechte-
ren Prognose und einem hohen Me-
tastasierungsrisiko vergesellschaftet ist 
[10]. Auch dies legt die Existenz von 
stammzellähnlichen Tumorzellen nahe, 
die für einen fatalen Krankheitsverlauf 
verantwortlich sind.

Die Krebsstammzellforschung ist eine 
junge, evolvierende Wissenschaft. Zahl-
reiche Forschergruppen sind weltweit 
darum bemüht, vermeintliche Tumor-
stammzellkandidaten zu identifizieren, 
zu charakterisieren und daraufhin spe-
zielle therapeutische Interventionen zu 
entwickeln, die auf die Eliminierung 
dieser hochmalignen Zellen abzielen. 
Bisweilen existieren einige Studien zur 
Identifizierung solcher Zellen für eini-
ge Krebsarten (Brust- / Dickdarmkrebs 
und Glioblastomen). Wenige Unter-
suchungen sind für das maligne Mela-
nom (schwarzer Hautkrebs), sowie für 
den Bauchspeicheldrüsen- oder Prosta-
takrebs publiziert worden, wobei kaum 
Untersuchungen für das Bronchialkar-
zinom (Lungenkrebs) vorliegen.

2 Fragestellungen der Forschungs-
arbeit
In der vorliegenden Forschungsarbeit 
beschäftigte ich mich mit der Frage, 
ob stammzellähnliche, hochresistente 
Tumorzellen in verschiedenen etablier-
ten humanen Zelllinien des schwar-
zen Hautkrebses (malignes Melanom) 
unterschiedlicher Krankheitsstadien 
mithilfe von fluorszenz-markierten 
Antikörpern gegen die unspezifischen 
stammzellassoziierten Oberflächenpro-
teine CD44, CD24 und CD133 ,wel-
che mit vermeintliche Tumorstamm-

zellen bei anderen Krebsarten assoziiert 
sind, mittels der Methodik der Durch-
flusszytometrie identifiziert werden 
können.

Dabei fokussierte ich meine Arbeit auf 
folgende Fragestellungen:

1.  Gibt es eine Korrelation zwischen 
den verwendeten stammzellassozi-
ierten Oberflächenmarkern und dem 
Krankheitsstadium des Melanoms ?

2.  Lassen sich "identifizierte", seltene,  
putative Tumorstammzellen mittels 
geeigneter Kultivierungsmethoden 
anreichern, sodass funktionelle und 
molekulargenetische Studien besser 
ermöglicht werden ?

3.  Kennzeichnen sich die identifi- 
zierten Tumorstammzellkandidaten 
durch eine signifikante höhere Re-
sistenz gegenüber dem Chemothera-
peutikum Cisplatin?

3 Methodik und Vorgehensweise
3.1 Verwendete Zelllinien
Für meine Untersuchungen habe ich 
12 etablierte humane Melanomzellli-
nien unterschiedlicher Krankheitssta-
dien verwendet (siehe Tab. 1). Diese 
Krankheitsstadien unterteilen sich je 
nach pathohistologischen Kriterien in 
einen radialen (oberflächlich), einen 
vertikalen (in tiefere Gewebeschichten 
infiltrierenden), einen hoch aggressiven 
und einen metastatischen Phänotyp. 
Die Zelllinien des radialen, vertikalen 
und hoch aggressiven Krankheitstypes 
wurden von Primärtumoren bei Patien-
ten gewonnen, während die Linien des 
metastatischen Phänotypes aus Metas- 
tasen von befallenen Organen etabliert 
wurden.

Radial wachsende Melanome sind frü-
he Erscheinungsformen des schwarzen 
Hautkrebses. Sie wachsen begrenzt ho-
rizontal und durchbrechen nicht die 

Radial Vertikal Metastatisch Hoch aggressiv

WM-3211 WM115 SK-mel19 BLM

WM-1552C WM3248 M5 WM 1205- LU

SBCL-2 WM 1819 WM 852

IGR-39

Tab. 1: Verwendete Zelllinien.
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obere Epidermis der Haut. Tumorzel-
len solcher Melanome besitzen weder 
in Tierstudien, noch beim Menschen 
die Fähigkeit Metastasen zu bilden oder 
umliegendes Gewebe zu invadieren.

Tumore des vertikalen und hoch ag-
gressiven Krankheitstyps sind durch 
ein starkes Potential zur Invasion  
und Metastasenbildung gekennzeich-
net und gehören zu den fortgeschritte-
nen Melanomen. In Tiermodellen und 
auch beim Menschen durchbrechen sie 
die Epidermis, gelangen in die Blut-
bahn und bilden multiple Metastasen 
in anderen Organsystemen. Tumor-
zellen dieser Krankheitsstadien weisen 
eine Vielzahl von genetischen Mutati-
onen auf, die sie von bösartigen Zellen 
des harmloseren, radialen Krankheits-
stadiums unterscheiden lässt.

Die Verwendung von Zelllinien unter-
schiedlicher Krankheitsstadien erlaubte 
mir somit, eine mögliche Korrelation 
zwischen fortschreitender Erkrankung 
und der Expression von den zu un-

tersuchenden stammzellassoziierten 
Oberflächenphänotypen zu überprü-
fen, was auf eine bedeutende Rolle 
von potentiellen Krebsstammzellen 
bei fortschreitenden, metastasierenden 
Melanomen hinweisen könnte (Frage-
stellung 1).

Die in der Tab. 1 aufgezeigten Zell- 
linien habe ich über mehrere Wochen 
hinweg in einem geeigneten Wachs-
tumsmedium (1640 RPMI, 10 % Rin-
derkalbserum und 1 % Penstrep der 
Stocklösung) bei 37 °C mit 5 % CO2 
kultiviert.

Zum Anreicherungsversuch von iden-
tifizierten, seltenen, potentiellen Tu-
morstammzellkandidaten in ausge-
wählten Zelllinien habe ich jene Zellen 
durchflusszytometrisch aussortiert und 
versucht im normalen Zellkulturme-
dium anzureichern. In einem weiteren 
Anreicherungsversuch habe ich noch 
zusätzlich ein geeignetes Medium ver-
wendet, das ebenfalls zur Kultivierung 
von normalen Stammzellen hinzuge-

zogen wird (mithilfe eines hESC- Me-
diums "human embryonic stem cell 
medium - (Millipore)). Zellen, die in 
einem hESC-Medium kultiviert wer-
den, wachsen charakteristisch und ag-
gregieren zu kugelförmigen Klumpen. 

Der prozentuale Anteil an Stammzell-
marker positiven Zellen nach Kultivie-
rung im hESC-Medium ist mittels der 
Durchflusszytometrie ermittelt worden 
(Fragestellung 2).

Die Analyse der Resistenz der identi-
fizierten putativen Krebsstammzell-
kandidaten gegenüber dem Chemo-
therapeutikum Cisplatin habe ich an 
selektierten Zelllinien durchgeführt. 
Hierbei habe ich ausgewählte Lini-
en nach Cisplatingabe (jeweils 5 und 
15 Mikrogramm pro Zelllinie) für  
72 Stunden kultiviert und durchfluss-
zytometrisch analysiert, ob die Stamm-
zellmarker positiven Zellen einen signi-
fikanten Überlebensvorteil gegenüber 
Stammzellmarker negativen Zellen 
nach Medikamentengabe aufweisen. 

Abb 1. : Aufbau eines Durchflusszytometers mit dargestellter Sortierung: FSC = Forward Scatter (Streulicht zur Messung der Zellgröße,  
SSC= Side scatter = Streulicht zur Messung der Zellgranularität, sowie Anregung des gebundenen Antikörpers zur Fluoreszenzemission).  
(Quelle: Wikipedia, Author SariSabban) 
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Als Kontrolle dienten dieselben Zellli-
nien, die ohne Cisplatingabe kultiviert 
wurden (Fragestellung 3).

3.2 Die Methodik der Durchflusszy-
tometrie
Die Methodik der Durchflusszyto-
metrie (siehe Abb.1, Seite 59) (Fluo-
rescence Assisted Cell Sorting FACS) 
erlaubt eine spezifische Analyse auf die 
quantitative und qualitative Expression 
von bestimmten Oberflächenmolekü-
len in einer Zellpopulation, sowie auf 
die physikalische Eigenschaften von 
Zellen in einer Suspension. Verein-
facht besteht ein Durchflusszytometer 
aus einem Laser, einer Messküvette mit 
Trägerflüssigkeit und mehreren Detek-
toren. Die zu untersuchenden Zellen 
werden hierfür mit einem fluorchrom-
markierten Antikörper inkubiert, der 
spezifisch auf ein Oberflächenmolekül 
auf der Zellmembran (Antigen) bindet 
und bei Anregung mit Licht bestimm-
ter Wellenlänge eine farbspezifische 
Fluoreszenz emittiert. Die inkubierte 
Zellsuspension wird mit Druck in eine 
Trägerflüssigkeit eingeführt, wodurch 
ein Flüssigkeitsstrom entsteht, der ein-
zelne Zellen zum Laser transportiert 
(hämodynamische Fokusierung). 

Der Laser bestrahlt daraufhin diese 
einzelnen Zellen mit einer bestimmten 
Wellenlänge. Dadurch wird das Flu-
orchrom des gebundenen Antikörpers 
zur Fluoreszenzemission angeregt, de-
ren Intensität mithilfe von Detektoren 
gemessen wird. Dabei korreliert diese 
Intensität direkt mit der Menge der an 
der Zellmembran gebundenen Anti-
körper und ist somit ein Maß für die 
Expression des Oberflächenmoleküls. 
Bei der Laserbestrahlung entsteht noch 
zusätzlich vorwärts (FSC) und seitlich 
(SSC) gerichtetes Streulicht (scattered 
light), dessen Intensität ein Maß für die 
Zellgröße und intrazelluläre Beschaf-
fenheit darstellt. Der Durchflusszyto-

meter erlaubt ebenfalls eine Sortierung 
von Zellen mit ermittelten Eigenschaf-
ten wie hoher Fluoreszenzintensität. 
Dabei werden Einzelzellsuspensionen 
positiv oder negativ geladen und ent-
sprechend der Ladung entweder nach 
links oder rechts in ein Auffangreagenz 
(siehe Abb.1) geführt.

Bei einer durchflusszytometrischen 
Analyse wird die Anzahl der Zellen 
(prozentualer Anteil der gesamten un-
tersuchten Zellpopulation), die nach 
der Laserbestrahlung eine bestimmte 
Fluoreszenzintensität emittieren, ermit-
telt und in einem geeigneten Schaubild 
dokumentiert (Histogramm). Dabei 
weisen Zellen mit hoher Fluoreszen-
zemission (rechter Bereich im Histo-
gramm, Abb.2) eine starke Expression 
des untersuchten Oberflächenmoleküls 
auf (Marker positive Zellen), wobei 
Zellen mit einer schwachen oder keiner 
Fluoreszenzemission (linker Bereich im 

Histogramm, Abb. 2) das Oberflächen-
molekül nicht exprimieren (Marker 
negative Zellen), da der fluorochrom-
gekoppelte Antikörper nicht an die 
Zellmembran bindet (Abb. 2). Die für 
meine Studie verwendeten Antikörper 
sind in Tab. 2 dargestellt. Die in mei-
ner Arbeit untersuchten Zellen wurden 
mit Trypsin/ EDTA von der Petrischale 
abgelöst, zweimal mit einer gepufferten 
Lösung (PBS mit 2 % FCS und 0,05 % 
Natriumazid) gewaschen und für 
mindestens eine Stunde bei 4 °C mit  
den in Tab. 2 aufgeführten Antikörpern 
unter Lichtausschluss inkubiert. Nach 
erneutem Waschen erfolgte die Analy-
se der Zellen am Durchflusszytometer  
(20.000 Zellen je untersuchte Linie). 
Als Kontrolle dienten ungefärbte Zel-
len, sowie Zellen, die mit einem Isotyp-
kontrollantikörper inkubiert wurden. 
Die Isotypkontrolle ermittelt den Wert 
der unspezifischen Antikörperbin-
dung, da auch fluorochrom-markierte 

Abb. 2 : links: Eine typische durchflusszytometrische Analyse (Abkürzungen: FSC= Forward Scat-
ter, Streulicht zur Bestimmung des Zellvolumens; FL2= Laser) rechts: Typisches Histogramm. 
Dabei kennzeichnet die X-Achse die Fluoreszenzintensität und die y-Achse die Zellzahl. Zellpo-
pulationen, die dem rechten Bereich des Histogrammes zugeordnet werden, emittieren nach Laser-
bestrahlung eine hohe Fluoreszenz und sind somit Marker positiv. Populationen im linken Bereich 
des Histogrammes emittieren eine geringe Fluorszenzintensität und sind somit Marker negativ.  
(Bild: Institut für Immunologie und Transfusionsmedizin, Universität Greifswald).

Antikörper Hersteller Verdünnung für Durchflusszytometrie

Anti-human CD133 FITC Mouse Ancell Corporation 1:100

Anti-human CD24 FITC Mouse Immunotools 1:100

Anti-human CD44 FITC Mouse Immunotools 1:100

Isotypkontrolle FITC Mouse IgG Immunotools 1:100

Tabelle 2.: Verwendete Antikörper
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Antikörper gegen spezifische Oberflä-
chenproteine auch andere Membran- 
proteine binden und somit falsch-posi-
tive Signale in der durchflusszytometri-
schen Analyse aussenden können. Der 
durchflusszytometrisch ermittelte Wert 
der Isotypkontrolle sollte daher stets 
vom Prozentanteil der Zellen, die po-
sitiv für einen Oberflächenmarker (z.B. 
für CD133) sind, abgezogen werden.

4 Ergebnisse
4.1 Expressionsanalyse
Der erste Versuchsansatz war die Un-
tersuchung der Expression von stamm-
zellassoziierten Oberflächenmarkern 
CD44, CD24, CD133 in den zwölf 
etablierten humanen Melanomzell-
linien. Die Ergebnisse sind in Tab. 3  
dargestellt. Der in Klammern darge-
stellte Zahlenwert entspricht dem Zell- 
anteil in Prozent, der positiv für den 
jeweiligen Oberflächenmarker ist. Die 
Zelllinien sind nach Aggressivität und 
Krankheitsstadien sortiert. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass der Oberflächenmar-
ker CD133 in nahezu allen Zelllinien 
exprimiert wird (in 10 der 12 der un-
tersuchten Zelllinien). Der Prozent-
anteil an CD133 + Zellen variiert von 
Linie zu Linie und liegt im gering 
ausfallenden Bereich von 0,8 % bis  
25,6 %. Alle Zelllinien exprimieren den 
Marker CD44, wobei der Prozentanteil 

an CD44+ Zellen nahezu bei 100% 
liegt. Lediglich eine Zelllinie ist positiv 
für CD24 (eine von acht der untersuch-
ten Zelllinien).

Basierend auf diesen Ergebnissen erfüllt 
alleinig der in anderen Tumoren asso-
ziierte Krebsstammzellmarker CD133+ 
die Kriterien der Tumorstammzellhy-
pothese. Der Prozentanteil an CD133+ 
Zellen in den untersuchten Linien 
ist relativ gering, sodass dies mit der 
Annahme der Seltenheit von stamm-
zellähnlichen Tumorzellen in großen 
Tumorzellverbänden konform ist. Da 

beinahe sämtliche Tumorzellen in den 
analysierten Linien CD44+ exprimie-
ren und CD24 nicht aufweisen, entfal-
len somit diese beiden genannten Mar-
ker zur Identifizierung von seltenen, 
potentiellen Krebsstammzellkandida-
ten. Aus diesen Gründen begründete 
sich meine Forschungsarbeit auf die In- 
Vitro Charakterisierung von CD133+ 
Melanomzellen.

4.2. Korrelationsuntersuchungen
Interessant in diesem Zusammenhang 
ist die Feststellung, dass Zelllinien, die 
den aggressiveren Stadien zu zuordnen 
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Abb. 3: Anteil an CD133+ Zellen in ausgewählten Zelllinien. Stadien: radial = SBCL und WM1502; 
vertikal= WM3248 und WM1819 ; metastatisch= IGR,M5 und SK-mel 19 ; aggressiv= BLM.

Zelllinie Phänotyp CD44 CD24 CD133

Nachweis Zellanteil [%] Nachweis Zellanteil [%] Nachweis Zellanteil [%]

WM-3211 R + 97,8 - -

SBCL-2 R NA NA + 0,9

WM-1502C R NA NA + 1,4

WM-115 V + 99,6 - -

WM-3248 V NA NA + 1,7

WM-1819 V NA NA + 4,3

SK-mel19 M + 82,9 - + 18,8

M5 M + 99,4 - + 3,5

WM-852 (M) M + 99,3 - + 1,7

IGR M + 98,0 + 3,1 + 3,0

BLM (H) H + 98,7 - + 25,6

WM 1205 – LU H + 99,4 - + 0,8

Tab. 3: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse auf CD44, CD24 und CD133 (Abkürzungen: R = radial, V = vertikal, H = hoch aggressiv,  
M = metastatisch, NA = Nicht gemessen, + = Marker positiv, - = Marker negativ) - Hinweis: Die Antikörperisotypkontrollen sind von den dargestellten 
Werten abgezogen worden, um die unspezifischen Bindungen der Antikörper aus dem Betracht zu ziehen. Die Histogramme für die dargestellten Werte 
können über den Autor bezogen werden.
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sind (vertikal, metastatisch, aggressiv 
wachsend) einen prozentual höheren 
Anteil an CD133+ Zellen aufweisen, 
als Zelllinien des radialen, nicht aggres-
siven Wachstumsstadium (siehe Abb. 3, 
Seite 61). Dabei finden sich extrem 
hohe Prozentanteile bei der Zelllinie 
des metastatischen SK-mel19 (18,8 % 
CD133+) und der hoch aggressiven Li-
nie BLM (25,6 % CD133+). Obwohl 
eine gewisse Tendenz der höheren Ag-
gressivität mit erhöhter Expression des 
CD133 Stammzellmarkers vorliegt, ist 
jedoch anzumerken, dass die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Linien 
unterschiedlicher Krankheitsstadien 
nicht so gravierend sind (Unterschied  
2 bis 3 %).

4.3 Anreicherung von CD133+
Da die prozentualen Anteile an 
CD133+ Zellen in den untersuchten 
Linien gering sind, stellte ich mir die 
Frage, ob sich diese Zellpopulationen 
mit der gängigen Kulturtechnik anrei-
chern lassen, nachdem sie durchflusszy-
tometrisch aussortiert wurden. Durch 
die Anreicherung sollten weitere In 
Vitro Studien ermöglicht werden. Für 
diesen Versuch wählte ich die metasta-
tische BLM, sowie die hoch aggressive 
SK-mel19 Zelllinie. Aus diesen Linien 
wurden CD133+ Zellen heraussortiert 
und einen Monat lang im normalen 
Zellkulturmedium (1640 RPMI 10 % 
Rinderkalbsserum, 1 % Penstrep der 
Stocklösung) kultiviert. Danach wurde 
in den sortierten, kultivierten Zellen 
erneut der Prozentanteil an CD133+ 
Zellen ermittelt und mit den Aus-
gangswerten der beiden verwendeten 
Zelllinien verglichen. Aufgrund von 
bakteriellen Kontaminationen vor der 

Zellsortierung musste ich die BLM und 
SK-mel19 Zelllinie komplett neu kul-
tivieren, sodass andere CD133+ Werte 
in diesen vorliegen als in der vorherigen 
"Expressionsanalyse". 

Die Ergebnisse für den Anreicherungs-
versuch sind in Tabelle 4 und 5 darge-
stellt. Die durchgeführte Analyse ergibt 
keinen Hinweis auf eine Erhöhung der 
CD133 Expressionswerte bei den sor-
tierten BLMsort CD133+ Zellen im 
Vergleich zu den Werten der etablierten 
BLM-Linie : 4,7 % (nach Abzug der 
Isotypkontrolle = 1 %) vs. 5,7 % (nach 
Abzug der Isotypkontrolle = 0,4 %). 
Nach einem Monat Kulturzeit ist somit 
ein schwacher Rückgang der CD133 
Expression bei den sortierten BLM- 
CD133+ Zellen zu verzeichnen.

Die Ergebnisse von SK-mel19 zeigt  
Tab. 5: Der CD133+ Zellanteil beläuft 
sich bei der Sk-mel 19 auf 28,2 % (nach 
Abzug der Isotypkontrolle = 2,5 %). Bei 
den Skmel19 sortierten CD133+ Zellen 
beträgt der Wert 32,2 % (nach Abzug 
der Isotypkontrolle = 1,3 %) Somit ist 
eine leichte Anreicherung von CD133+ 

Zellen nach einem Monat Kultivierung 
erkennbar (+ 4 %).

4.4 Sphäroid-Methode
Diese Methode findet in der Stamm-
zellforschung häufig Anwendung. Mit-
tels geeignetem Zellkulturmedium, 
welches bestimmte epidermale und 
fibroblastische Wachstumsfaktoren 
beinhaltet, können gezielt Stamm-
zellen (z.B neuronalen Ursprungs) 
zur Proliferation angeregt und somit 
quantitativ expandiert werden. Unter 
diesen Kulturbedingungen der Nicht-
Adhärenz proliferieren Stammzellen 
zu kugelförmigen Zellaggregaten (so-
genannte Sphäroide), die in Suspen-
sion schwimmen. An den Peripherien 
dieser Aggregate differenzieren einige 
Zellen zu bestimmten Zellltypen, wo-
bei im Zentrum die undifferenzier-
ten Stammzellen in der Ruhephase  
(G0-Phase) verbleiben. Demnach be-
stand bei mir die folgende Annahme: 
Falls CD133+ Zellen wirklich stamm-
zellähnlich sind, könnte man sie the-
oretisch mit dieser Methode ebenfalls 
wie normale Stammzellen quantitativ 
anreichern. In diesem Versuch habe ich 

Zelllinie Isotypkontrolle [%] CD133 [%] Ungefärbt [%]

BLM 0,4 6,1    (- 0,4) 0,3 

BLMsort 1 5,7    (-1,0) -

Zelllinie Isotypkontrolle [%] CD133 [%] Ungefärbt [%]

SK-mel19 2,5 30,7   (-2,5) 1,5 

SK-mel19sort. 1,3 33,5   ( -1,3) 1,7 

Zelllinie CD133 [%]

BLM- Ungefärbt 0,6

BLM-sphäroid ungefärbt 0,7

BLM- CD133 22,9

BLM-sphäroid CD133 8,2

Tab. 4: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse auf CD133 Expression in den BLM CD133+ sortierten Zellen im Vergleich zur BLM-Linie  
(BLMsort. = BLM sortierte CD133+ Zellen).

Tab. 5: Ergebnisse der CD133-Expressionsanalyse auf CD133+ sortierten SK-mel19 Zellen im Vergleich zur SK-mel Linie.

Tab. 6 : Durchflusszytometrische Analyse der CD133 Expression auf BLM-Zellen nach Kultivierung 
im hESC-Medium.
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die ausgewählten Zelllinien WM1819, 
WM1502-C, BLM und WM3248 im 
humanen embryonalen Stammzellme-
dium (hESC) 1 bis 2 Wochen lang kul-
tiviert bis sich Zellaggregate (Sphäroi-
de) gebildet haben. Bedauerlicherweise 
reagierte nur die BLM-Linie auf das 
Medium, während die anderen zugrun-
de gingen, sodass ausschließlich die 
BLM für die durchflusszytometrische 
CD133-Expressionsanalyse hinzugezo-
gen werden konnte. Diese Linie zeigte 
ein schönes sphäroides Wachstum nach 
sieben Tagen Kultivierung (Abb. 4). 
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse 
zeigt Tab. 6.

Die Analyse ergab, dass auch mit der 
Sphäroid-Methode keine CD133+ 
Zellen angereichert werden können. 
Die CD133 Expressionswerte sinken 
überraschenderweise signifikant von 
22,3 % in der BLM-Linie (nach Abzug 
der Isotypkontrolle = 0,6 %) auf ledig-
lich 7,5 % der BLM-Sphäroiden.

4.5. Resistenzanalyse von CD133+ 
Zellen
In diesem letzten In Vitro Experi-
ment wollte ich untersuchen, ob die 
identifizierten CD133+ Zellen in den 
verschiedenen Zelllinien eine relativ 
höhere Resistenz gegenüber dem Che-
motherapeutikum Cisplatin aufweisen 
als CD133- Zellen. Cisplatin ist ein 
platinbasierendes Medikament, das 
sich an die DNA von schnell teilenden 
Zellen bindet und irreversible DNA-
Schäden und somit den Zelltod (Apo-
ptose) verursacht. Ich inkubierte fünf 
ausgewählte Zelllinien, deren CD133+ 
Zellanteil möglichst gering war, mit  
0,5 und 15 µM Cisplatin für 72 h. 
Die Dosis legte ich empirisch für jede 
Zelllinie fest, da das Cisplatin mög-
lichst viele Tumorzellen eliminieren, 
aber nicht vollständig letal für die 
Linie wirken sollte. Nach 72 h wur-
den die Prozentanteile an CD133+ 
Zellen durchflusszytometrisch ermit-
telt. Falls CD133+ Zellen eine rela-
tiv resistente Population darstellen, 
müsste nach der Cisplatin-Exposition 
eine signifikante CD133+ Zellanrei-
cherung bzw. Expression bei dosisab-
hängiger Verkleinerung der gesamten 
Tumorzellzahl beobachtet werden. Für 
diesen Versuch verwendete ich die Li-
nien BLM,WM-1819, WM-1502C, 
WM3248 und SK-mel19.

BLM -Zelllinie, Monolayer Tag 0.

BLM Zelllinie, hESC-Medium Tag 3.

BLM-Zelllinie,hESC Medium Tag 7.

Abb. 4: Durchlichtbilder von BLM Zellen, die in konventionellem Zellkulturmedium (oben) bzw. in  
hESC-Medium (mitte und unten) kultiviert wurden (Aufnahmen: Dr. Angelika Haußer, Institut für Zell-
biologie und Immunologie der Universität Stuttgart).
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Die Ergebnisse sind der Tab. 7 zu ent-
nehmen. In allen Cisplatin-inkubierten 
Zelllinien fand eine dosisabhängige 
CD133+ Zellanreicherung bei dosisab-
hängiger Verkleinerung der gesamten 
Tumorzellpopulation statt (Tab. 7).

5. Diskussion
Im Mittelpunkt meiner Arbeit stand 
der Versuch der Identifizierung und In 
Vitro Charakterisierung von stamm-
zellähnlichen Tumorzellen in etab-
lierten humanen Melanomzelllinien. 
Hier berichte ich von kleinen Zellpo-
pulationen, die fast in allen Zelllinien 
gefunden werden konnten und den für 
andere Tumorarten assoziierten Krebs-
stammzellmarker CD133 exprimier-
ten. 

Die Untersuchungen auf die CD133 
Expression in Bezug auf das Krankheits-
stadiums des Tumors ließen eine leichte 
Korrelation zwischen der Aggressivität 
von Tumorzellen und erhöhten CD133 
Expressionswerten erkennen. Eine sol-
che Korrelation könnte theoretisch auf 
eine bedeutende Rolle von CD133+ 
Tumorzellen auf das Fortschreiten der 
Erkrankung und aggressiverem Wachs-
tumsverhalten hinweisen. Diese Ten-
denz war jedoch nur in einigen Zellli-
nien feststellbar und nicht signifikant 
(Unterschiede von 2 bis 3 % zwischen 
aggressiven und weniger aggressiven 
Linien). Es ist durchaus möglich, dass 
die langjährige Kultivierung der etab-
lierten Melanomlinien einen Einfluss 
auf die CD133 Expressionswerte hatte. 
Demnach wäre es besser für die oben 
genannte Korrelationsuntersuchung 
direkt entnommene Gewebeproben 
von Melanompatienten hinzuziehen. 
Der Versuch CD133+ Tumorzellen aus 

zwei verschiedenen Zelllinien durch-
flusszytometrisch herauszusortieren 
und über eine Kultivierungszeit von 
einem Monat im Standardmedium 
anzureichern ist leider erfolglos geblie-
ben. Vielmehr blieb der Prozentanteil 
an CD133+ Zellen in den aussortier-
ten Zellen im Vergleich zu den zwei 
verwendeten Linien konstant. Weshalb 
die Anreicherungsversuche fehlschlu-
gen, ist ohne weitere Untersuchungen 
schwer zu erklären, wobei ich hierzu 
zwei Erklärungsansätze vorschlage. 
Zum einen ist es möglich, dass neben 
CD133+ Zellen auch wenige CD133- 
Zellen durchflusszytometrisch mit aus-
sortiert wurden. Falls CD133+ Zellen 
im Vergleich zu CD133- Zellen sich 
durch eine niedrigere Proliferations-
rate auszeichnen (sprich, sich seltener 
teilen), könnte es sein, dass die durch 
die Marker negativen Zellen prozentual 
"überwachsen" wurden, weswegen eine 
gezielte Anreicherung fehlschlug. Eine 
andere Erklärung könnte sein, dass es 
sich bei den CD133+ Populationen 
tatsächlich um stammzellähnliche Tu-
morzellen handelt, welche die Fähig-
keiten zur asymmetrischen Teilung 
aufweisen. In diesem Falle generierten 
die wenigen, sortierten CD133+ Zel-
len die gesamte Tumorzellpopulation, 
die sich zumeist aus differenzierteren 
bzw. ausdifferenzierten CD133- Zellen 
zusammensetzte.

Leider habe ich keine weiteren Un-
tersuchungen (z.B. Zellzyklusanalyse 
mittels Propidiumiodid oder BrdU-
Analyse) durchgeführt, mit denen ich 
die Proliferationsrate und Zellteilungs-
aktivität dieser Zellen ermitteln könn-
te. In einem weiteren Versuchsansatz 
versuchte ich eine Anreicherung von 

CD133+ Zellen durch die Kultivie-
rung im Stammzellmedium (hESC) 
zu erreichen. Leider konnte ich in die-
sem Ansatz nur eine Zelllinie (BLM) 
untersuchen, welche im gegebenen 
Stammzellmedium zu sphäroiden, 
dreidimensionalen Zellaggregaten aus-
wuchs, die am ehesten mit der Form 
und Struktur von normalen Gewe-
betumoren vergleichbar sind. Über- 
raschenderweise zeigte sich, dass sich 
die CD133- Expression in dieser Linie 
um ein Vielfaches reduziert hat, denn 
falls CD133+ Zellen stammzellähnlich 
wären, so müsste eine quantitative Ex-
pansion unter diesen Kulturbedingun-
gen beobachtbar sein. 

Der Grund für diese Reduktion könn-
te darin liegen, dass in den entstehen-
den Zellaggregaten im Vergleich zu der 
normalen Zellkultur (Monolayerkul-
tur) komplett andere physiologische 
Gegebenheiten vorliegen – so ist z.B. 
die intrazelluläre Kommunikation, 
die Nährstoffversorgung und die Sau-
erstoffsättigung in sphäroiden Zel-
laggregaten (und somit in normalen 
Gewebetumoren) anders als in den Mo-
nolayerkulturen. Diese physiologischen 
Unterschiede könnten somit die niedri-
ge CD133 Expression in den Zellaggre-
gaten erklären. Mir ist aufgefallen, dass 
die CD133 Expressionswerte selbst in 
den Monolayer-Zelllinien von Analyse 
zu Analyse variieren. Dieser Umstand 
könnte sich ebenfalls auf Faktoren wie 
Zelldichte (bei der Kultivierung) und 
Sauerstoffsättigungsrate innerhalb des 
Tumorzellverbandes begründen. Zu-
künftige Studien sollten untersuchen, 
inwiefern die CD133 Expressionswerte 
von den Kulturbedingungen (z.B. Sau-
erstoffrate u.a Faktoren) abhängen und 

Zelllinie
CD133 Expression bei 0 µM 

Cisplatin ( Kontrolle) [%]
CD133 Expression bei  

5 µM Cisplatin [%]
CD133 Expression bei 

15 µM Cisplatin [%]

WM-1502 C 2,4 11,9 23,9

WM-1819 2,2 23,5 NA

WM-3248 7,2 32,0 NA

BLM 1,9 5,7 NA

SK-mel19 7,7 23,0 17,2

Tab. 7: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse auf CD133+ Zellen nach Cisplatin-Behandlung.
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beeinflussbar sind, was auf eine bedeu-
tende Rolle des extrazellulären Milieus 
für die Regulation der CD133 Mar-
kerexpression In Vitro (und vermutlich 
auch In Vivo) schließen ließe.

Im abschließenden Teil meiner Arbeit 
interessierte mich die Überlebensfä-
higkeit und Resistenz der CD133+ 
Zellen in diversen Linien gegenüber 
dem Zytostatikum Cisplatin. Wie 
bereits beschrieben, kam es bei allen 
Cisplatin inkubierten Zelllinien zu 
einer signifikanten und dosisabhängi-
gen Anreicherung von CD133+ Zel-
len bei dosisabhängiger Verkleinerung 
der gesamten Tumorzellpopulation. 
Dieser Befund lässt vermuten, dass 
es sich bei CD133+ Zellen um kleine 
resistente Subpopulationen innerhalb 
des Tumorzellverbandes handelt, wel-
che selektiv eine chemotherapeutische 
Behandlung überleben. Der nächste 
Schritt, der an diese Vermutung an-
knüpfen könnte, wäre eine an der 
CD133+ Subpopulation durchgeführ-
ten Expressionsanalyse von Genen und 
Proteinen, die mit einem resistenten 
Tumorphänotyp in Verbindung ste-
hen (beispielsweise ABC-Transporter 
oder DNA-Reparaturproteinen), wo-
bei die Expressionsraten mit denen 
der CD133- Zellen verglichen werden 
sollten. Zu dieser Analyse sollte zusätz-
lich die Expression von bestimmten 
stammzellähnlichen Signaltransdukti-
onswegen (Notch, BMI-1, WNT) er-
mittelt werden. Außerdem könnte die 
Zellzyklusaktivität von CD133+ Zel-
len untersucht werden, um ggf. eine 
Assoziation zwischen der vermuteten 
langsamen Proliferationsrate und der 
höheren Resistenz gegenüber Zytosta-
tika herzustellen. 

In diesem Zusammenhang ist es wich-
tig zu erwähnen, dass die durchfluss-
zytometrische Analyse lediglich eine 
Tendenz der höheren Überlebensfä-
higkeit nach vorangegangener hochdo-
sierten Cisplatinexposition aufzeigte. 
Die für die jeweilige Zelllinie gewählte 
Cisplatindosis eliminierte zwar eine 
größere Zahl an Tumorzellen, jedoch 
war es mir nicht möglich z.B. 99 % 
der Krebszellen mit dem Chemothe-
rapeutikum abzutöten, da sonst eine 
zu kleine Anzahl an Zellen technisch 
eine durchflusszytometrische Untersu-
chung nicht erlaubte. Deswegen ist es 

nicht auszuschließen, dass neben den 
CD133+ Populationen andere hochre-
sistente CD133- Zellgruppen existie-
ren. Um dieses Problem zu umgehen, 
hätte man eine Immunfluoreszenz (IF) 
Analyse durchführen sollen, wobei 
eine Cisplatindosis gewählt werden 
müsste, die nahezu alle Tumorzellen 
abtötete. An den verbleibenden Krebs-
zellen kann sich der Antikörper bei 
der IF-Analyse binden und mit einem 
speziellen Fluoreszenzmikroskop zur 
Lichtemission angeregt werden, wo-
bei die fluoreszierende Intensität des 
gebundenen Antikörper direkt mit der 
CD133 Expression korreliert. Mit die-
ser Methode hätte man besser unter-
suchen können, ob die überlebenden 
Zellen ausschließlich CD133+ sind.

Zusammenfassend lässt sich sagen, 
dass die in dieser Arbeit durchgeführ-
ten Analysen Indizien liefern, dass 
CD133+ Zellen sich möglicherweise 
durch folgendes kennzeichnen : 

1.  Niedrigere Zellteilungsrate (im Ver-
gleich zu CD133- Zellen)

2.  Eventuell Fähigkeit zur asymmetri-
schen Zellteilung

3.  Relativ höhere Resistenz zu Chemo-
therapeutika

Diese Faktoren gelten als Stammzell-
eigenschaften. Ob nun CD133+ Zel-
len tatsächlich stammzellähnlich sind, 
sollten Untersuchungen mit den oben 
vorgeschlagenen oder anderen Analy-
sen zeigen. 

Es ist auch möglich, dass neben den 
CD133+ Zellen, Zellen mit anderen 
Phänotypen die o.g. Eigenschaften 
aufweisen und als Kandidaten für Tu-
morstammzellen in Betracht gezogen 
werden können. Deswegen sollten 
noch andere stammzellassozierte Mar-
ker für die Untersuchungen verwen-
det werden. Auch wenn die Krebsfor-
schung zunehmend stammzellähnliche 
Tumorzellen in diversen Tumorarten 
identifiziert, gibt es einige potentielle 
Schwierigkeiten. Die genauen Oberflä-
chenmarker, die selektiv Krebsstamm-
zellen identifizieren könnten, sind bis 
heute noch nicht bekannt, denn die 
in der Forschung zurzeit verwendeten 
Marker sind entweder auf Vorläufer 

oder Stammzellen verschiedenen Ur-
sprungs ausgeprägt. Außerdem sind die 
genauen physiologischen Funktionen 
von CD-Molekülen wie CD133 und 
CD44 unbekannt und es ist ungewiss, 
ob diese Marker für einen Stamm-
zellphänotyp unerlässlich sind [9], 
[11]. Um potentielle Tumorstamm-
zellen zu finden, müssten Marker hin-
zugezogen werden, die spezifisch für 
den Oberflächenphänotyp der adulten 
Stammzellen im jeweiligen Gewebe, 
in welchem der Tumor entsteht, sind. 
Gewebespezifische Stammzellen sind 
beim Menschen unzureichend un-
tersucht und charakterisiert worden, 
sodass die Oberflächenphänotypen 
dieser Zellen in zahlreichen Geweben 
weiterhin unbekannt bleiben. Auch die 
im Grundlagenteil beschriebenen tier-
experimentellen Studien sind in die-
sem Zusammenhang problematisch. 
Der einzige Indikator für Krebsstamm-
zellen in diesen In Vivo Studien ist das 
tumorinduzierende Potential dieser 
Zellen in immungeschwächten Ratten. 

Die Frage stellt sich nun, ob die be-
obachtete krebsinduzierende Wirkung 
wirklich ein Charakteristikum von 
Krebsstammzellen ist, oder lediglich 
identifizierte stammzellähnliche Zellen 
besser im fremden Tiergewebe überle-
ben und sich somit etablieren können. 
Tierexperimentelle Studien erbrach-
ten auch negative Ergebnisse bezüg-
lich der tumorinduzierenden Wirkung 
von identifizierten Zellkandidaten. 
So haben Studien gezeigt, dass auch 
CD133- Zellen des Glioblastoms und 
Dickdarmkrebses ebenfalls im hohen 
Maße Tumore im Tiermodell etablie-
ren konnten [11], [12]. Diese gegen-
sätzlichen Ergebnisse unterstreichen 
die Tatsache, dass die derzeitig verwen-
deten Stammzellmarker zu unspezifisch 
sind, um potentielle Krebsstammzellen 
(falls sie überhaupt existieren) zu iden-
tifizieren.

Ich schlage vor, dass eine Kombination 
aus Markern, die für undifferenzierte 
gewebespezifische Stammzellen cha-
rakteristisch sind und Markern, die 
eine hohe Invasivität, Migrationsfähig-
keit, Resistenz zu Zytostatika und ein 
hohes Potential zu Metastasenbildung 
kennzeichnen, viel spezifischer eine 
potentielle Krebsstammzellpopulation 
identifizieren könnten. Solche Marker 
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können zum Beispiel Antikörper gegen 
den Chemokinrezeptor CXCR-4, wel-
cher mit der Fähigkeit zur Zellmigra-
tion und Metastasenbildung korreliert 
oder Antikörper gegen ABC-Transpor-
ter bzw. MdR-Proteine, die zur Resis-
tenz der Zellen gegenüber Zytostatika 
beitragen, umfassen.

6 Zusammenfassung
In dieser Arbeit identifizierte ich mit 
dem unspezifischen Stammzellmar-
ker CD133 in den meisten etablierten 
Melanomzelllinien kleine CD133+ 
Zellpopulationen, die möglicherwei-
se Stammzelleigenschaften aufweisen 
und Kandidaten für potentielle Me-
lanomstammzellen sind. Diese Eigen-
schaften sollten mit den vorgeschla-

genen und anderen Analysen näher 
untersucht werden. Falls CD133+ 
Zellen tatsächlich Krebsstammzellen 
sind, könnte die Eliminierung dieser 
Population die Behandlungserfolge von 
fortgeschrittenen Melanomen erhöhen 
oder sogar die Erkrankung dauerhaft 
heilen.
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