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Abkürzungsverzeichnis 
2D   zweidimensional 

3D   dreidimensional 

A   Fläche 

AO   Fläche zum Zeitpunkt 0 

APC   Adenomatöse Poliposis coli  

ASS   Acetylsalicylsäure 

BMP  Knochenmorphogenetisches Protein (engl.: bone morphogenetic 

protein) 

bp   Basenpaar 

CaPP  The Colorectal Adenoma/Carcinoma Prevention Programme 

CRC   kolorektales Karzinom (engl.: colorectal carcinoma) 

DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl.: deoxyribonucleic acid) 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EGF   epidermaler Wachstumsfaktor (engl.: epidermal growth factor) 

FAP   familiäre adenomatöse Poliposis 

gDNA genomische DNA 

HNPCC  hereditäres nicht-Poliposis-assoziiertes kolorektales Karzinom 

(engl.: hereditary non-polyposis colorectal carcinoma) 

ISC   intestinale Stammzelle (engl.: intestinal stem cell) 

Mlh1   MutL homolog 1 

MMR   mismatch repair 

MMR-D  mismatch repair-Defizienz (engl.: mismatch repair deficiency) 

Msh2   MutS homolog 2 

Msh6   MutS homolog 6 

MSI   Mikrosatelliteninstabilität 

PCR   Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) 

Pms2   Postmeiotic secretion increased homolog 2 

SEM Standardfehler des Mittelwertes (engl.: standard error of the 

mean) 

VC Villin-Cre 
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1. Einführung 

1.1. Häufigkeit und Einteilung von kolorektalen Karzinomen 

Etwa jede achte Krebserkrankung in Deutschland ist kolorektal lokalisiert. Dabei 

erkrankten 2016 circa 26.000 Frauen und 32.300 Männer an kolorektalen Karzinomen 

(CRC). Das mittlere Erkrankungsalter lag hier bei 76 Jahren bei Frauen und 72 Jahren 

bei Männern[2]. Die größte Gruppe bilden dabei sporadische CRC (70-80 %), welche zu 

84 % aufgrund chromosomaler Instabilität auf dem Boden einer Inaktivierung des 

Adenomatösen Poliposis Coli (APC) Supressorgens und daraus resultierender 

Hyperaktivierung des Wnt-Signalweges entstehen. Die restlichen 16 % basieren auf 

durch Spontanmutation entstandenen defekten mismatch repair (MMR) Mechanismen, 

insbesondere biallelischer Hypermethylierung von MutS homolog 2 (MSH2) und  

MutL homolog 1 (MLH1)[3]. 

20-30 % aller CRC sind erblich bedingt, wobei das hereditäre nicht-Poliposis-assoziierte 

kolorektale Karzinom (HNPCC) 3 % aller CRC darstellt. Das HNPCC basiert dabei 

ausschließlich auf MMR-Defizienz (MMR-D)[4]. 

 

1.1.1. Genetik des HNPCC 

Die genetische Grundlage für die Entstehung eines HNPCC, auch  

Lynch-Syndrom, ist die mutationsbedingte und autosomal-vererbte MMR-D, welche 

meist durch eine Fehlaktivität der Gene MSH2 oder MLH1 sowie seltener  

MutS homolog 6 (MSH6) und Postmeiotic secretion increased homolog 2 (PMS2) 

ausgelöst werden (Tab. 1)[5-7]. Dabei kann die Kombination einer initial genetisch 

bedingten monoallelischen Mutation des betroffenen Gens mit einer Spontanmutation 

des Allels des korrespondierenden Chromosoms (sog. second hit) erfolgen, woraus aus 

einer Restaktivität ein kompletter Funktionsverlust des jeweiligen MMR-Gens in 

betroffenen Zellen resultiert[8]. 

Die eigentliche Wirkungsweise der Produkte der genannten Gene besteht darin, durch 

Heterodimerbildung mit komplementären Genprodukten anderer MMR-Gene einfache 

Basenfehlpaarungen und Schleifenbildung durch Insertionen oder Deletionen während 

des Replikationsprozesses innerhalb von repetitiven Sequenzen zu erkennen und zu 

reparieren[9]. 
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Gen MSH2 MLH1 MSH6 PMS2 
Bezeichnung MutS homolog 2 MutL homolog 1 MutS homolog 6 Postmeiotic secretion 

increased homolog 2 

Lokalisation 
(Chromosom) 

2p21-p16.3 3p22.2 2p16.3 7p22.1 

Häufigkeit 
Mutation in  
HNPCC-
Patienten (%) 

~40 ~50 ~10 ~2 

Heterodimer MutSa (+MSH6) 
MutSb (+MSH3) 

MutLa (+PMS2) MutSa (+MSH2) MutLa (+MLH1) 

Lebenszeit-
risiko CRC (%) 

48,5 52,4 19,8 10,4 

 

Tabelle 1: Vergleich der relevanten MMR-Gene in HNPCC-Patienten[7, 8, 10] 

 

Bei MMR-D kommt es zum Ausbleiben dieses Reparaturmechanismus und einer  

100-1000fach gesteigerten Akkumulation von Mutationen, welche in nahezu allen  

HNPCC-assoziierten Neoplasien für deren Entstehung verantwortlich sind. Bevorzugt 

betroffen sind nicht-codierende Sequenzen, welche über das gesamte Genom verteilt 

sind und aus einer Abfolge von jeweils 1-6 Nukleotiden bestehen. Diese werden 

Mikrosatelliten genannt und liegen im Menschen häufig als Vielfaches des Dinukleotids 

CAn vor[11, 12]. Innerhalb der Mikrosatelliten diese Mutationen als Längenänderung in 

Form von Mikrosatelliteninstabilität (MSI) mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 

detektiert werden[6, 8, 13]. 

Im Menschen häufige Mutationen in bekannten CAn-Mikrosatelliten unter  

MSH2-Defizienz sind in Mäusen jedoch kaum nachweisbar. Hier wurden durch 

Kabbarah et al. die Mikrosatelliten A27, A33, GA29 und weniger TG27, TA27 

beschrieben, die zur Detektion von MSI in murinen Neoplasien bei Msh2-Defizienz 

geeignet sind[12]. 

  

1.1.2. Diagnosestellung und Klinik des HNPCC 

Die Diagnosestellung des HNPCC erfolgt im Allgemeinen klinisch. Dafür stehen 

unterschiedliche Kriterien zur Verfügung. Die Amsterdam-Kriterien I/II stützen sich dabei 

auf die familiäre Häufung von HNPCC-assoziierten Neoplasien. Treffen sie zu, ist das 

Vorliegen eines HNPCC wahrscheinlich[7]. Die Bethesda-Guidelines hingegen zeigen 

Kriterien auf, mit denen Individuen identifiziert werden sollen, bei denen eine Testung 

auf MSI indiziert ist[14]. 

Das klinische Bild des HNPCC ist gekennzeichnet durch ein erhöhtes Lebenszeitrisiko 

für das Auftreten von CRC von bis zu 52,4 % in Abhängigkeit vom betroffenen  
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MMR-Gen (Tab. 1). Mit 70 % aller auftretenden Tumoren bevorzugt betroffen ist dabei 

das proximale Kolon. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 52 Jahren und somit 

deutlich vor dem Median von 72-76 Jahren sporadischer CRC[6]. 

 

1.1.3. Acetylsalicylsäure als mögliches Präventivum bei HNPCC 

In der ersten und zweiten Studie des Colorectal Adenoma/Carcinoma Prevention 

Programme (CaPP) wurde ein präventiver Effekt der Substitution von Acetylsalicylsäure 

(ASS) hinsichtlich der Entstehung von CRC bei familiärer adenomatöser Poliposis 

(FAP), einer autosomal-dominant vererbten Erkrankung mit vermehrtem kolorektalem 

Auftreten von Polypen, und HNPPC-Patienten nachgewiesen. Die potentielle präventive 

Auswirkung von ASS auf die Entstehung von Polypen in FAP-Patienten sollte im CaPP2 

in HNPCC-Patienten im Hinblick auf die Tumorentstehung überprüft werden. Es wurde 

beobachtet, dass Patienten mit CRC seltener ASS einnahmen als Patienten, die nicht 

von CRC betroffen waren. Die tägliche Einnahme von 600 mg ASS bewirkte eine 

signifikante Reduktion für das Auftreten von CRC sowie HNPCC-assoziierten Tumoren 

um circa 63 % nach einem Beobachtungszeitraum von insgesamt 5 Jahren. Im 2011 

gestarteten CaPP3 wird geklärt, ob die Wirkung von ASS dosisabhängig ist und somit 

ein geringfügig erhöhtes Blutungsrisiko bei niedriger Dosierung von ASS zum gleichen 

präventivem Effekt führt.  

Der Mechanismus der präventiven Behandlung mit ASS konnte bis jetzt nur hypothetisch 

erklärt werden. ASS könnte zum einen tumorbedingte Entzündungsprozesse und 

dadurch auch die Tumorentstehung unterdrücken oder zum anderen die  

T-Zell-vermittelte Immunantwort auf Frameshift-Peptide modellieren, welche durch 

insertions- oder deletionsbedingte Leserasterverschiebungen bei der Proteinsynthese 

ausgelöst wird. Auch dieser Frage wird aktuell in CaPP3 nachgegangen[15]. 

 

1.2. Mausmodelle zur Darstellung der in vivo-Situation 

Die Untersuchung der Tumorentstehung bei HNPCC-Patienten auf zellulärer Ebene ist 

durch viele Faktoren erschwert. Zum einen bedingt das hohe mittlere Erkrankungsalter 

von 52 Jahren einen deutlich prolongierten Untersuchungszeitraum bis zum eigentlichen 

Auftreten eines CRC im Patienten. Zum anderen sind zur Sicherung der Diagnose 

HNPCC vor dem Auftreten eines CRC als auch zur weiteren Untersuchung nach 

Tumorentstehung multiple bioptische Eingriffe im Patienten notwendig, welche aus 

ethischer Sicht medizinisch nicht vertretbar sind. Die im Vergleich zu anderen Entitäten 

von CRC eher geringe Zahl von Patienten mit HNPCC erschwert zusätzlich die 
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Erhebung einer signifikanten Anzahl von Daten, um Vergleiche innerhalb der 

Patientengruppe zu ermöglichen[6, 7]. Zur Lösung dieser Probleme wurden Tiermodelle 

entwickelt, die die genetische Situation bei HNPCC abbilden und diese mit einer hohen 

Zahl von möglichst frühzeitig auftretenden CRC kombinieren.  

Initial beschriebene Mausmodelle zur Untersuchung von intestinalen Tumoren, wie das 

Apc-Knockout-Modell, waren durch eine isolierte Tumorbildung im Dünndarm als Modell 

für das humane CRC nicht geeignet. Ebenso konnten Mlh1- sowie  

Msh2-Knockout-Modelle mit Inaktivierung des jeweiligen Gens in allen somatischen 

Zellen durch eine frühe Entwicklung von Lymphomen ohne Ausbildung von CRC nicht 

genutzt werden[16, 17]. 

Kucherlapati et al. entwickelten ein konditionelles Knockout-Mausmodell zur 

spezifischen Inaktivierung von Msh2 im Darmepithel. Dabei wird das gefloxte Exon 12 

von Msh2 mittels Cre-Rekombinase selektiv in Villin-positiven Zellen entfernt. Dazu 

werden Msh2LoxP/+-Mäuse mit transgenen Villin-Cre(VC)-Mäusen (B6;D2-Tg(Vil-Cre)) 

gekreuzt, um VC+/?Msh2LoxP/+-Mäuse zu generieren. Die heterozygoten Mäuse der  

F1-Generation werden erneut gekreuzt, was zur homozygoten Zielmaus 

VC+/?Msh2LoxP/LoxP (Msh2-/-) führt[18]. Diese stellt durch die darmspezifische epitheliale 

Inaktivierung von Msh2 ein geeignetes HNPCC Modell dar (Tab. 2)[19]. 

 
Gen Transgen Zielgewebe Phänotyp Ausbildung 

MSI 
Msh2LoxP Villin-Cre Villin exprimierende 

intestinale Epithelzellen 
intestinale Tumoren +++ 

Msh2LoxP Ella-Cre alle T-Zell-Lymphome, 
Dünndarmtumore 

- 

Msh2LoxP Lgr5-
CreERT2 

Lgr5 exprimierende 
Stammzellen 

Dünndarmtumore - 

Msh2LoxP Adenoviral-
Cre 

Instestinum Dickdarmtumore bei 
inaktivem Apc 

- 

Mlh1LoxP Ella-Cre alle T-Zell-Lymphome, 
intestinale Tumore 

+++ 

Mlh1LoxP Lck-Cre Lck exprimierende 
Thymozyten 

T-Zell-Lymphome ++ 

 

Tabelle 2: aktuelle Knockout-Mausmodelle für Msh2 und Mlh1; Vergleich der Lokalisation von 
Tumoren und Ausbildung von MSI[17] 

 
 



5 
 

1.3. Organoidkultur aus intestinalen Stammzellen 

Eine aus multipotenten intestinalen Stammzellen (ISC) abgeleitete Organoidkultur 

wurde 2009 von Sato et al. beschrieben und hat sich in den letzten Jahren zum 

Goldstandard zur Untersuchung des Darmepithels in vitro entwickelt[20, 21]. 

Die Organoide stellen dabei eine Miniaturausgabe der Ursprungsdärme ex vivo dar. Sie 

imitieren die intestinale Struktur im Hinblick auf Krypten, Villi und epitheliale Zelltypen 

sowie deren organspezifische Funktion[20]. 

Entscheidend für die nahezu unbegrenzte Kultur dieser Darmorganoide war die 

Identifizierung der Signalwege, die die Population der aus Krypten isolierten ISC zum 

einen mit der Fähigkeit zur Replikation erhalten und zum anderen zu deren Proliferation 

und zur Differenzierung der Epithelzellen führen[22]. 

Eine Steigerung der Proliferation und Stammzellfähigkeit erfolgt dabei über den Wnt- 

und Ras/Raf/Mek/Erk-Signalweg. Wnt steuert dabei die Stammzellreifung sowie  

-proliferation. Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) stimuliert die Proliferation der ISC 

und Epithelzellen entlang des Villus. Beide werden von Paneth-Zellen sezerniert und 

dienen jeweils als Liganden zur Aktivierung der genannten Signalwege. R-Spondin 

fungiert dabei als zusätzlicher Aktivator des Wnt-Signalweges[21-23]. Noggin hingegen 

führt durch Inhibierung des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) und des  

Smad-Signalweges zur Erhöhung der Anzahl von ISC mit zusätzlich erhöhter  

Wnt-Aktivität[23]. 

Die ISC werden aus den Darmkrypten EDTA-vermittelt isoliert und anschließend in 

Matrigel unter Substitution der genannten Faktoren eingebettet. Im Matrigel bilden die 

isolierten Krypten einzelne Organoide mit bis zu je 40 Kryptendomänen[21, 22]. Eine 

Passagierung der Organoide nach Separation in einzelne Zellen nach 14 Tagen kann 

unbegrenzt wiederholt werden[21]. 

Durch die Abbildung der intestinalen Struktur, eine Anwachsrate von nahezu 100 % 

kombiniert mit den etablierten Kultivierungsbedingungen ermöglichen Organoide 

physiologische sowie genetische Analysen des intestinalen Epithels auf zellulärer 

Ebene. Im Vergleich zur einzelzellbasierten Monolayer-Kultur mit begrenzter 

Kultivierungszeit sind diese Untersuchungen in Organoiden, als sich selbst erneuerndes 

3D-Modell, unbegrenzt möglich[20, 21, 24]. Eine Analyse pathophysiologischer Merkmale, 

wie MSI unter MMR-D in intestinalen Organoiden, war zum Zeitpunkt dieser 

experimentellen Arbeiten noch nicht etabliert. Im Hinblick darauf stellen der Einfluss der 

Substitution von Medikamenten wie ASS und die Änderung der genannten 

Kultivierungsfaktoren weitere Betrachtungspunkte dar.   
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2. Aufgabenstellung 
Die vorliegende Dissertationsschrift basiert auf der Publikation  

Keysselt, K.*, Kreutzmann, T.*, Rother, K.*, Kerner, C., Krohn, K., Przybilla, J., Buske, 

P., Löffler-Wirth, H., Löffler, M., Galle, J.*, Aust, G.* Different in vivo and in vitro 

transformation of intestinal stem cells in mismatch repair deficiency. Oncogene, 2017. 

36(19): p. 2750-2761. 

(*geteilte Autorenschaft) 

 
Ziel der Arbeit ist es, im VC+/?Msh2LoxP/LoxP(Msh2-/-)-Mausmodell die Häufigkeit von 

Mutationen in Mikrosatelliten in ISC-Organoiden, die aus makroskopisch normalem 

Darm oder aus Tumoren generiert wurden, in Abhängigkeit vom Alter der Maus, der 

Dauer der Kultivierung der Organoide und den Kultivierungsbedingungen zu 

quantifizieren.  

Hierzu wurde eine neue Methode zur Analyse des MSI-Status von Organoiden etabliert 

und die quantitative Auswertung der Mutationen anhand von neu definierten Scores 

vorgenommen. Diese Scores wurden zusätzlich zum in vitro Wachstumsmuster der 

Organoide, das über 3D Lifeimaging verfolgt und anschließend quantifiziert wurde, 

korreliert. Durch dieses Studiendesign konnten im Vergleich zu heterozygoten Msh2+/--

und Msh2+/+-Kontrollmäusen folgende Fragen beantwortet werden:  

- Ab welchem Mausalter kommt es zum Auftreten von MSI? Nimmt diese im Alter 

zu und geht dabei der ermittelte MSI-Status mit einer Änderung des 

Wachstumsmusters eines Organoids einher?  

- Können im makroskopisch normalen Darm Tumorvorläuferzellen als Beginn 

einer in HNPCC-Patienten beschriebenen Adenom-Karzinom-Sequenz 

nachgewiesen werden? 

- Hat eine in vitro-Langzeitkultivierung der Organoide Auswirkungen auf den  

MSI-Status sowie das Wachstumsmuster und kann eine Substitution von ASS 

diese beeinflussen? 
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3. Materialien und Methodik 

3.1. Generierung der Zielmäuse 

Die Mausstämme B6.SJL-Tg(Vil-cre)997Gum/J und B6.Cg-Msh2tm2.1Rak/J wurden 

aus dem Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) bezogen. Durch die Kreuzung 

dieser Mäuse wurde das Msh2-Allel unter den Einfluss des VC-Transgens gestellt, 

welche zu den Ziellinien mit den Genotypen VC+/?Msh2LoxP/LoxP (Msh2-/-),  

VC+/?Msh2LoxP/+ (Msh2+/-) und VC-/-Msh2LoxP/LoxP (Msh2+/+) führte. Es erfolgte eine 

Zusammenstellung von jeweils fünf Tripletts aus 1, 2, 3, 5, 8 und 12 Monate alten 

Mäusen. Ein Triplett stammte dabei immer aus einem Wurf und bestand aus je einer 

Msh2+/+-, Msh2+/-- und Msh2-/--Maus.  

 

3.2. Organoidkultivierung 

Die Isolation und Kultur der Organoide wurde von Frau K. Keyßelt vorgenommen und 

wird deshalb nicht im Detail beschrieben.  

Die mechanische Isolierung einzelner Krypten aus morphologisch normalen Abschnitten 

des Jejunums erfolgte nach Inkubation in 2 mM EDTA Puffer[25]. Die so isolierten 

Organoide wurden als Fraktion N (Normalgewebe) bezeichnet. 

Anschließend wurde das nach EDTA Behandlung verbleibende Restgewebe mittels 

Kollagenase Typ IX (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und Dispase Typ II 

(Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland) weiter verdaut, um potentielle 

Adenomzellen zu isolieren[25]. Diese Organoide wurden als Fraktion A (Adenom) 

bezeichnet. 

CRC traten nur in Msh2-/--Mäusen ab einem Alter von 12 Monaten auf. Die Anzahl und 

Lokalisation der Tumore wurden im gesamten Darm erfasst. Die zwei größten Tumoren 

wurden reseziert, mechanisch zerkleinert und verdaut[25]. Organoide dieser Fraktion 

wurden als T (Tumor) bezeichnet. 

Zur Kultivierung der Organoide wurden jeweils circa 50 Krypten (N), Kryptenfragmente 

(A) oder Tumorzellen (T) in 10 µl Matrigel (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) 

eingesät. Die Fraktion N wurde mit EGF, Nog-Fc -und Rspo1-Fc-Medium versetzt[22]. Die 

Kultivierung der Fraktionen A und T erfolgte lediglich mit EGF. Dadurch sollte ein von 

Noggin und R-Spondin unabhängiges Wachstumsverhalten und damit die Selektion 

benigner von malignen Zellen erreicht werden. Alle Organoide einer spezifischen 

Fraktion einer einzelnen Maus wurden zusammen kultiviert. 

Um den potentiellen Effekt von ASS auf die MSI und Änderungen des 

Wachstumsmusters in in vitro-Langzeitkultivierung zu analysieren, wurden Organoide 
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der Fraktion N 8 Monate alter Mäuse anschließend für weitere 18 Wochen mit und ohne 

Zugabe von 1 μM ASS kultiviert und deren Mikrosatellitenstatus und Wachstumsmuster 

mit entsprechenden Organoiden 12 Monate alter Mäuse verglichen (Tab. 3). 

 

 

3.3. Analyse der Mikrosatelliteninstabilität 

Die Organoide wurden unter optischer Kontrolle einzeln aus dem Matrigel gepickt. Die 

Freisetzung der genomischen DNA (gDNA) aus den Organoiden zur weiteren Analyse 

der Mikrosatelliten erfolgte nach Zugabe von 50 µl Quick Extract Extraktionslösung 

(Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) durch Erwärmen der Probe auf 65°C 

für sechs Minuten und anschließend auf 98°C für zwei Minuten.  

Die Analyse der mutationsbedingten MSI erfolgte mittels PCR in den bei Msh2-Defizienz 

bevorzugt betroffenen Mikrosatelliten A27, A33 und GA29. Diese wurden von  

Bezeichnung 
der Fraktion 

Anzahl der 
Mäuse 

Ursprungs-
gewebe 

Organoide 

Alter 
(Monate) 

Kultivierungs-
bedingungen 

Substitution 
von ASS 

Dauer 
Kultivierung 
(Wochen) 

N1 ENR1 5/Genotyp N 1 ENR  1 

N2 ENR1 5/Genotyp N 2 ENR  1 

N3 ENR1 5/Genotyp N 3 ENR  1 

N5 ENR1 5/Genotyp N 5 ENR  1 

N8 ENR1 5/Genotyp N 8 ENR  1 

N8 ENR18 5/Genotyp N 8 ENR  18 

N8 ENR18  
+ ASS 

4/Genotyp N 8 ENR x 18 

A8 E1 5 A 8 EGF  1 

N12 ENR1 5/Genotyp N 12 ENR  1 

N12 ENR1  
+ ASS 

4/Genotyp N 12 ENR x 1 

A12 E1 5 A 12 EGF  1 

T12 E1*  5 
2 Tumore/Maus 

T 12 EGF  1 

 

Tabelle 3: Übersicht der untersuchten Organoide sowie Art und Dauer deren Kultivierung mit 
dazugehöriger Anzahl und Alter der Ursprungsmäuse; *Tumoren nur aus 12 Monate alten  
Msh2-/-Mäusen, ENR = EGF, Noggin, R-Spondin[1] 
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Kabbarah et al.  als deutlich sensitiver für MSI in murinem Gewebe als das für die 

Analyse von humanem Gewebe etablierte Standardpanel beschrieben[12].  

Zur Reduzierung der benötigten Zeit und verwendeten Materialien wurden die drei 

einzelnen Singleplex-PCR unter simultaner Verwendung der drei Primer für die Analyse 

der Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 zu einer Multiplex-PCR kombiniert. Somit war es 

möglich, während einer Zyklusabfolge die Produkte aller drei Primerpaare gemeinsam 

zu amplifizieren, aber diese im weiteren Verlauf einzeln auszuwerten. Die jeweiligen 

forward-Primer (Tab. 4) wurden zur späteren Differenzierung der einzelnen  

PCR-Produkte mittels der Farbstoffe ATTO550, Hexachlorofluorescin oder Fluorescin 

markiert (BioTeZ, Berlin, Deutschland). 

 
Name Chromosom 

(Maus) 

Primer (5‘-3‘) Produkt-

länge (bp) 

Farbstoff  

forward-Primer 

A27 17 

 

for: TCC CTG TAT AAC CCT GGC TGA CT 

rev: GCA ACC AGT TGT CCT GGC GTG GA 

143 ATTO550 

A33 17 for: TAC AGA GGA TTG TCC TCT TGG AG 

rev: GCT GCT TCA CTT GGA CAT TGG CT 

141 Hexachloro-

fluorescin 

GA29 5 for: CAG GAG GTC AAG GTC ATC CTA AG 
rev: CCA CCA TGG TAG GAG CTT GCT A 

156 Fluorescin 

 
Tabelle 4: Übersicht der analysierten Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 im Hinblick auf 
Lokalisation, dazugehörige Primerpaare, PCR-Produktlänge und Farbmarkierung[12] 
 

Hierzu wurden 2,3 µl der gDNA-Lösung eines einzelnen Organoids, 0,2 µl DreamTaq 

Green DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland), 1,5 µl 

DreamTaq Green PCR Puffer (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland), 2,5 µl 

Desoxyribonukleosidtriphosphat-Lösung (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland) 

und jeweils 1 µl der Primer in einer 12,5 µl Multiplex-PCR mit einer 

Anlagerungstemperatur von 59°C und einer Elongationstemperatur von 96 °C über 28 

Zyklen vervielfältigt. 1 µl des PCR-Produktes wurde zusammen mit 0,25 µl Gene Scan 

ROX Längenstandard (Life Technologies of Thermo Fisher Scientific, Berlin) 

aufgetragen. Die Länge der PCR-Produkte jedes Markers von jedem Organoid wurde 

mittels der GeneMapper Software (Life Technologies of Thermo Fisher Scientific, Berlin, 

Deutschland) bestimmt.  
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Zunächst wurden die Standardlängen in Basenpaaren (bp) der drei Marker in 

Schwanzbiopsien aus Msh2+/+-Mäusen (143 bp (A27), 141 bp (A33) und 156 bp (GA29)) 

als Kontrollwerte ermittelt, die die Referenzwerte für die Längenbestimmung aller 

untersuchten Organoide aller Fraktionen darstellten. Bei der Auswertung der PCR-

Produkte kam es zum Auftreten von weiteren peaks durch Amplifikate unterschiedlicher 

Länge (sog. stutter bands) im Vergleich zum höchsten eigentlich relevanten peak. Diese 

entstehen durch ein während einer PCR häufig fehlerhaftes Ansetzen der Polymerase 

an dem zu replizierenden template (sog. DNA slippage). Diese wurden in der Analyse 

vernachlässigt und die Länge im Bereich des höchsten peaks als Referenzwert 

angenommen (Abb. 1). 

  

140 bp 150 bp 160 bp 

Abbildung 1: exemplarische Darstellung der Auswertung eines PCR-Produktes des Markers 
GA29 (Schwanzbiopsie Msh2+/+-Maus), der Hauptpeak liegt bei 156 bp und ist umgeben von 
scutter bands; rot = Längenstandard, blau = PCR-Produkte unterschiedlicher Länge (die Höhe 
entspricht dabei der Anzahl der Amplifikate) 

 
Abbildung 2: exemplarische Darstellung eines Basenpaarverlustes von 2 bp im Vergleich zum 
Kontrollwert von 156 bp (oben) auf 154 bp (unten); rote Linie = initiale LängeAbbildung 3: 
exemplarische Darstellung der Auswertung eines PCR-Produktes des Markers GA29 
(Schwanzbiopsie Msh2+/+-Maus), der Hauptpeak liegt bei 156 bp und ist umgeben von scutter 
bands; rot = Längenstandard, blau = PCR-Produkte unterschiedlicher Länge (die Höhe entspricht 
dabei der Anzahl der Amplifikate) 
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Die Bestimmung des MSI Scores erfolgte aus der absoluten Längenänderung in den drei 

untersuchten Markern. Einer Deletion oder Insertion von bp in einem Marker wurde der 

Wert 1 zugeordnet. Bei fehlender Längenänderung erfolgte die Zuordnung des Wertes 

0. Auch hier wurde isoliert die Produktlänge im Bereich des höchsten peaks betrachtet 

(Abb. 2). 

Die einzelnen Werte für die drei Marker wurden addiert, sodass ein MSI Score von  

0 – 3 für jedes einzelne Organoid gebildet wurde. Anschließend wurde der Durchschnitt 

aller Werte des MSI Scores aller untersuchten Organoide der gleichen Fraktion gebildet 

und der standard error of the mean (SEM) bestimmt.  

Der MSI Score gab also lediglich an, ob und wie viele der drei untersuchten Marker eine 

Längenänderung aufweisen. Die Ausprägung der Längenänderungen war anhand des 

MSI Scores nicht darzustellen, sodass zusätzlich ein Dbp Score erstellt wurde. Hierzu 

wurde von der ermittelten Länge des jeweiligen PCR-Produktes eines einzelnen Markers 

in jedem einzelnen Organoid der ermittelte Kontrollwert subtrahiert. 

 

Beispielrechnung: 

 

Produktlänge Organoid für A27  –  Kontrollwert für A27   = Dbp 

139 bp     –  143 bp    = -4 bp 

 

140 bp 150 bp 160 bp 

Abbildung 2: exemplarische Darstellung eines Basenpaarverlustes von 2 bp im Vergleich zum 
Kontrollwert von 156 bp (oben) auf 154 bp (unten); rote Linie = initiale Länge 

 
Abbildung 4: Abbildung der mikroskopischen Differenzierung des Wachstumsverhaltens der 
Organoide in verzweigt , zystisch-ähnlich und retardiert (von oben nach unten) in Abhängigkeit 
von der Zeit[1]Abbildung 5: exemplarische Darstellung eines Basenpaarverlustes von 2 bp im 
Vergleich zum Kontrollwert von 156 bp (oben) auf 154 bp (unten); rote Linie = initiale Länge 
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Der erstellte Dbp Score diente dadurch zur Quantifizierung der Längenänderung in 

Mikrosatelliten. Auch hier erfolgte die Bildung des Durchschnitts des Dbp Scores aus 

aller Werte der untersuchten Organoide einer Fraktion mit Bestimmung des SEM. 

Es wurden zusätzlich heatmaps zur grafischen Darstellung der durchschnittlichen 

Längenänderungen innerhalb einer Organoidfraktion in Abhängigkeit vom Alter der 

Mäuse erstellt. Dazu wurde für alle Organoide einer Fraktion der Durchschnitt der 

ermittelten peak-Höhen im Bereich jeder einzelnen Basenpaarlänge gebildet. Dieser 

Durchschnitt wurde anschließend normiert (höchster Wert = 100). Die prozentuale 

Verteilung aller ermittelten Längen der PCR-Produkte wurde dann durch Abstufung der 

Farbintensität verdeutlicht (je höher der prozentuale Anteil, desto dunkler die Farbe). 

 

Beispiel heatmap: 

 

 

 

 

 

 

 

Die statistische Auswertung des Dbp Scores zwischen den unterschiedlichen Genotypen 

und Fraktionen der Organoide erfolgte mittels T-Test und SPSS (IBM, Ehningen, 

Deutschland). P-Werte < 5% wurden dabei als signifikant angenommen und 

entsprechend gekennzeichnet (* = P < 0,05, ** = P < 0,01, *** = P < 0,001). 

 

3.4. Analyse des Wachstumsverhaltens der Organoide 

Das Wachstum der einzelnen Organoide wurde mittels 3D Life Scanning Microscopy 

über insgesamt 144 Stunden aufgezeichnet. Die Aufnahme erfolgte dabei aller acht 

Stunden. Dafür wurden ein CKX41 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) zur 

Aufnahme der einzelnen Bilder und ein Inkubationssystem (ibidi, Martinsried, 

Deutschland), das Bedingungen wie Gaszufuhr und Feuchtigkeit über den Zeitraum der 

Aufzeichnung konstant hielt, verwendet. 

Es ist nicht möglich ein Objekt in seiner dreidimensionalen (3D) Struktur durch eine 

einzelne zweidimensionale (2D) Aufnahme scharf abzubilden. Deshalb wurde zur 

Aufnahme der Organoide das Prinzip des z-stackings genutzt. Dazu werden zu einem 

bestimmten Zeitpunkt einzelne Bilder eines Organoids in verschiedenen Z-Ebenen 

angefertigt. Die Position des aufgezeichneten Organoids sowie der Kamera in einer 

Basenpaarlänge  Anteil (%) 
132 bp 0 
133 bp 25 
134 bp 50 
135 bp 75 
136 bp 100 
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Aufnahme bleiben hierbei konstant, während sich die Objektiveinstellung zur 

detailgetreuen Abbildung der Z-Ebenen des Objekts ändert. Die einzelnen Bilder werden 

anschließend durch Überlagerung in ein scharfes 2D-Bild transformiert.  

Die Fläche (A) einzelner Organoide zu jedem Zeitpunkt der Aufnahme wurde in Relation 

zur Fläche zu Beginn der Aufnahmen gestellt (Ao). Hieraus konnten für jedes 

aufgenommene Organoid mittels Origin7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USA) 

eine Wachstumskurve ermittelt werden. 

Anschließend erfolgte anhand der Aufnahmen die Einteilung des Wachstums der 

einzelnen Organoide für jeden einzelnen Zeitpunkt. Hierbei wurde in verzweigtes, 

zystisch-ähnliches, retardiertes (Abb. 3) oder zystisches (Abb. 4) Wachstumsmuster 

unterschieden.  

Das ermittelte Wachstumsmuster wurde danach mit der dazugehörigen Summe der  

Dbp Scores der Marker A27, A33 und GA29 des entsprechenden Organoids korreliert. 

 

Abbildung 3: mikroskopische Differenzierung des Wachstumsverhaltens der Organoide in 
verzweigt, zystisch-ähnlich und retardiert (von oben nach unten) in Abhängigkeit von der Zeit[1] 

 

 
Abbildung 6: heatmap zur Darstellung der Längenänderung der PCR-Produkte der Marker A27, 
A33 und GA29 in Organoiden der Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 ENR1, N5 ENR1, N8 ENR1 
und N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Genotyp (Msh2+/+ = schwarz, Msh2+/- = blau, Msh2-/- = rot; 
n=3 Mäuse/Genotyp 1-5 Monate, n=4 Mäuse/Genotyp 8 und 12 Monate, n=10 
Organoide/Maus)[1]Abbildung 7: Abbildung der mikroskopischen Differenzierung des 
Wachstumsverhaltens der Organoide in verzweigt , zystisch-ähnlich und retardiert (von oben 
nach unten) in Abhängigkeit von der Zeit[1] 
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Abbildung 4: mikroskopische Differenzierung der unterschiedlichen Querschnittsflächen der 
Organoide bei verzweigtem und zystischem Wachstumsmuster[1] 

  

0h 24h 56h 80h

144h112h



15 
 

4. Ergebnisse 

4.1. Korrelation der MSI von Organoiden aus Normalgewebe mit dem Alter und dem 
Genotyp der Mäuse 

Zur Evaluation, ab welchem Alter der Maus MSI im Darmepithel auftritt und ob diese mit 

steigendem Alter zunimmt, wurde der MSI Score in Organoiden aus Normalgewebe 1, 

2, 3, 5, 8 und 12 Monate alter Msh2+/+-, Msh2+/-- und Msh2-/--Mäuse (N1 ENR1, N2 ENR1, 

N3 ENR1, N5 ENR1, N8 ENR1, N12 ENR1) bestimmt.  

 

Die MSI Scores der Organoide aus makroskopisch normalem Gewebe erhöhen sich in 

Abhängigkeit vom Genotyp sowie mit steigendem Mausalter.  

In den Organoiden 1 Monate alter Mäuse (N1 ENR1) aller drei Genotypen sind circa 

83,3 % der untersuchten Marker unverändert (MSI Score = 0). Die veränderten Marker 

weisen gleichverteilt Deletionen auf. Der mittlere MSI Score in Organoiden aller 

Genotypen beträgt zu diesem Zeitpunkt circa 0,2.  

Mit steigendem Alter der Mäuse nimmt der MSI Score in Msh2+/-- und  

Msh2-/--Organoiden zu. Jedes Msh2-/--Organoid 2 Monate alter Mäuse (N2 ENR1) ist 

bereits in mindestens einem der drei untersuchten Marker instabil (MSI Score > 0). Etwa 

die Hälfte der Msh2-/--Organoide weist dabei einen MSI Score ≥ 2 auf. Bis zu einem 

Mausalter von 5 Monaten (N5 ENR1) steigt der MSI Score in Msh2-/--Organoiden weiter 

an und erreicht an diesem Zeitpunkt ein Plateau von circa 2,6. Das bedeutet, dass in 

wenigen Msh2-/--Organoiden auch im hohen Mausalter nicht in allen untersuchten 

Markern eine MSI auftritt.  

Im Unterschied zu Msh2-/-- und Msh2+/--Organoiden ändert sich der MSI Score in 

Msh2+/+-Organoiden mit steigendem Mausalter nur wenig. Der mittlere MSI Score von 

Msh2+/+-Organoiden 3 Monate alter Mäuse (N3 ENR1) beträgt circa 0,4 und erhöht sich 

ab diesem Zeitpunkt nicht mehr (Abb. 5).  

In der Analyse wird deutlich, dass sich der MSI Score mit steigendem Mausalter erhöht, 

jedoch die weiteren quantitativen Längenänderungen der Marker ab einem bestimmten 

Zeitpunkt nicht weiter abbildet. 
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Abbildung 5: Darstellung des prozentualen Anteils (+ SEM) des MSI Scores in Organoiden der 
Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 ENR1, N5 ENR1, N8 ENR1 und N12 ENR1 in Abhängigkeit 
vom Genotyp (n=5 Mäuse/Genotyp 1-5 Monate, n=4 Mäuse/Genotyp 8 und 12 Monate,  
n=10 Organoide/Maus)[1] 
 

Da in den PCR-Produkten aller Marker vorwiegend Deletionen auftreten, wurde der  

Dbp Score bestimmt und grafisch in heatmaps umgesetzt. Dadurch konnte der auch im 

hohen Mausalter kontinuierliche Verlust von bp dargestellt werden.  

 

Der Dbp Score nimmt vor allem in Msh2-/--Organoiden in Abhängigkeit vom Mausalter in 

allen Markern kontinuierlich zu. Das zeigt sich besonders deutlich im Dinukleotidmarker 

GA29, in welchem sich die Produktlänge von 156 bp (N1 ENR1) auf 152 bp (N12 ENR1) 

verkürzt.  

In Msh2+/--Organoiden ändern sich die Dbp Scores der drei Marker, entsprechend der 

niedrigeren MSI Scores, weniger. Die Produktlänge des Markers A33 verkürzt sich dabei 

mit einem Dbp Score von 1 in nahezu allen Organoiden über die Lebenszeit der Mäuse 

und ist somit am deutlichsten in der heatmap darstellbar. Der Dbp Score der Marker A27 

und GA29 steigt hingegen nur in wenigen Organoiden.   
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Msh2+/+-Organoide weisen im Vergleich zu Msh2+/-- und Msh2-/--Organoiden 

entsprechend des MSI Scores auch den niedrigsten Dbp Score auf. Dabei verkürzt sich 

die Produktlänge hauptsächlich im Marker A33 von 141 bp (N1 ENR1) auf 140 bp  

(N12 ENR1). Das tritt jedoch im Vergleich zu Msh2+/--Organoiden deutlich seltener auf. 

Die Produktlängen der Marker A27 und GA29 bleiben über die Lebenszeit der Mäuse in 

den meisten Msh2+/+-Organoiden weitestgehend unverändert (Abb. 6). 

In der Darstellung des Dbp Scores als heatmap ist somit zu sehen, dass MSI einen sich 

schnell entwickelnden und über den Zeitpunkt der Plateaubildung des MSI Scores 

hinaus voranschreitenden Prozess, insbesondere in Msh2-/--Organoiden, darstellt. 

  

  

1 month 3 months 5 months 8 months 12 months
bp  +/+  +/-  -/-  +/+  +/-  -/-  +/+  +/-  -/-  +/+  +/-  -/-  +/+  +/-  -/-

A27
136

138
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148
A33
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144

146

148
GA29
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144
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150
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Abbildung 6: heatmap zur Darstellung der Längenänderung der PCR-Produkte der Marker A27, 
A33 und GA29 in Organoiden der Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 ENR1, N5 ENR1,  
N8 ENR1 und N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Genotyp (Msh2+/+ = schwarz, Msh2+/- = blau,  
Msh2-/- = rot; n=3 Mäuse/Genotyp 1-5 Monate, n=4 Mäuse/Genotyp 8 und 12 Monate,  
n=10 Organoide/Maus)[1] 
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4.2. Korrelation des Wachstumsmusters der Organoide aus Normalgewebe mit dem 
Dbp Score  

Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MSI und dem Wachstumsmuster der 

Organoide aus Normalgewebe wurde das Wachstumsmuster aller 8 h über 144 h 

subjektiv als verzweigt, zystisch-ähnlich und zystisch in 3D-Videos beurteilt und mit dem 

entsprechenden Dbp Score korreliert. Das erfolgte für Organoide 8 und 12 Monate alter 

Mäuse (N8 ENR1, N12 ENR1) aller drei Genotypen. 

 

Jedes Msh2+/+-Organoid 8 Monate alter Mäuse (N8 ENR1) wächst über 144 h verzweigt. 

Dagegen wachsen Msh2-/--Organoide 8 Monate alter Mäuse (N8 ENR1) teilweise bereits 

zu Beginn der Untersuchungszeit zystisch-ähnlich. Ab 72 h steigt der Anteil an  

zystisch-ähnlich wachsenden Organoiden deutlich an. Ein tumorähnliches, also 

zystisches Wachstumsmuster ist bei keinem der Msh2-/--Organoide (N8 ENR1) zu 

beobachten. Wenige Msh2+/--Organoide (N8 ENR1) wachsen für kurze Zeit  

zystisch-ähnlich, kollabieren jedoch im weiteren Verlauf und zeigen danach erneut ein 

verzweigtes Wachstumsmuster (Abb. 7). 

 
Abbildung 7: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-ähnlicher wachsender Organoide der Fraktion  
N8 ENR1 aller Genotypen (n=4 Mäuse/Genotyp, n=13 Organoide/Maus) 

 
Einzelne Msh2-/--Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) weisen deutlich früher, 

bereits nach 8 h, ein zystisch-ähnliches oder vereinzelt zystisches Wachstumsmuster 

auf. Dieses Wachstumsmuster behalten sie durchschnittlich über 104 h bei. Danach 

kollabieren diese Organoide und kehren zu einem verzweigten Wachstumsmuster 

zurück. Circa 9 % der Msh2-/--Organoide (N12 ENR1) wachsen während der 144 h 

zystisch-ähnlich oder zystisch.  

Auch die Msh2+/+-Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) wachsen häufiger 

heterogen. Etwa 5 % dieser Organoide weisen ab 64 h ein zystisch-ähnliches 

Wachstumsverhalten auf, welches über 60 h beibehalten wird (Abb. 8).  
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Abbildung 8: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-ähnlicher und zystisch wachsender Organoide 
der Fraktion N12 ENR1 aller Genotypen (n=4 Mäuse/Genotyp, n=12 Organoide/Maus) 

 
Es zeigt sich somit, dass Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) aller drei 

Genotypen früher mit einem zystisch-ähnlichen oder zystischen Muster wachsen und 

dieses länger aufrechterhalten als Organoide des entsprechenden Genotyps 8 Monate 

alter Mäuse (N8 ENR1). Die Dauer des zystisch-ähnlichen oder zystischen Wachstums 

ist dabei in Msh2+/-- und Msh2-/--Organoiden beider Altersgruppen (N8 ENR1,  

N12 ENR1) nicht abhängig von der Höhe des Dbp Scores (Abb. 9).  

 

 
Abbildung 9: Dauer des zystisch-ähnlichen oder zystischen Wachstums und Summe der  
Dbp Scores der drei Marker für einzelne Organoide, exemplarisch für Msh2-/--Organoide der 
Fraktionen N8 ENR1 (n=14 Organoide) und N12 ENR1 (n=8 Organoide) 

 
Zystisch-ähnlich wachsende Msh2+/+-Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) 

weisen hingegen immer einen unveränderten MSI Score auf.  

 

Das bedeutet, dass das Wachstumsmuster der Organoide und dessen Dauer nicht mit 

dem Dbp Score korreliert. Eine Änderung des Wachstumsmusters der Organoide  

(N8 ENR1, N12 ENR1) ist allein durch MSI und nicht deren Ausprägung bedingt. Die 
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time (h) time (h) time (h) 

Wahrscheinlichkeit, dass Organoide zystisch-ähnlich oder zystisch wachsen, steigt mit 

zunehmendem Mausalter.  

 

4.3. Korrelation der Wachstumsgeschwindigkeit der Organoide aus Normalgewebe 
mit dem Dbp Score 

Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MSI und der 

Wachstumsgeschwindigkeit der Organoide aus Normalgewebe wurde für jedes 

Organoid eine Wachstumskurve erstellt. Die Wachstumsgeschwindigkeit jedes 

Organoids wurde mit seinem Dbp Score korreliert. Das erfolgte für Organoide 8 und 12 

Monate alter Mäuse (N8 ENR1, N12 ENR1) aller drei Genotypen. 

 

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Organoide aus Normalgewebe 8 Monate alter 

Mäuse (N8 ENR1) der drei verschiedenen Genotypen ist gleich. Die mittlere 

Verdopplungszeit der Querschnittsfläche der Organoide beträgt etwa 30 h (Abb. 10).    

 
Abbildung 10: Wachstumskurven von Organoiden der Fraktion N8 ENR1  
(n=3 Mäuse/Genotyp, n=15 Organoide/Maus) aller Genotypen, jede Kurve repräsentiert die 
Organoide einer Maus; blau = angepasste exponentielle Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer 
Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 30 h[1] 

 

Msh2+/+- und Msh2+/--Organoide aus Normalgewebe 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) 

weisen annähernd die gleiche Wachstumsgeschwindigkeit auf. Im Unterschied dazu 

zeigen Msh2-/--Organoide in diesem Mausalter (N12 ENR1) vereinzelt abweichende 

Wachstumsgeschwindigkeiten. Circa 10 % dieser Organoide wachsen dabei initial 

schneller als Msh2+/+- und Msh2+/--Organoide (N12 ENR1), also zystisch. Diese 

kollabieren jedoch im weiteren Verlauf, also fallen in sich zusammen, und verkleinern 

dabei ihre Querschnittsfläche (Abb. 11).  
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Abbildung 11: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N12 ENR1, jede Kurve 
repräsentiert ein Organoid (Msh2+/+ n=28, Msh2+/- n=32, Msh2-/- n=20), schwarz = verzweigt,  
rot = zystisch-ähnlich/zystisch, orange = retardiert, blau = angepasste exponentielle 
Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 30 h,  
rosa = angepasste exponentielle Wachstumskurve T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der 
Querschnittsfläche von 12 h[1] 
 

Das Wachstumsmuster entwickelt sich dann über ein zystisch-ähnliches zurück zum 

verzweigten. Die schneller wachsenden Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) 

weisen immer einen maximalen MSI Score auf. Die Summe der Dbp Scores ist im 

Vergleich zu verzweigt und zystisch-ähnlich wachsenden Msh2-/--Organoiden in diesem 

Mausalter (N12 ENR1) jedoch nicht erhöht (Abb. 12).  

Circa 80% aller Msh2-/--Organoide 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) wachsen mit der 

gleichen Wachstumsgeschwindigkeit wie Msh2+/+- und Msh2+/--Organoide in diesem 

Mausalter (Abb. 11).  

 

  
Abbildung 12: Mittelwert der Summe der Dbp Scores (+ SEM) der drei Marker aller  
Msh2-/--Organoide der Fraktion N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Wachstumsmuster (verzweigt 
n=39 Organoide, zystisch-ähnlich n=5 Organoide, zystisch n=5 Organoide) 

Es besteht somit keine Korrelation zwischen dem Dbp Score und der 

Wachstumsgeschwindigkeit von Organoiden aus Normalgewebe 8 und 12 Monate alter 

Mäuse (N8 ENR1 und N12 ENR1) der drei Genotypen.  
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4.4. Nachweis von Tumorvorläuferzellen in makroskopischem Normalgewebe  

Makroskopisch manifeste Tumoren waren nur in mindestens 12 Monate alten  

Msh2-/--Mäusen nachweisbar. Organoide aus diesen Tumoren wurden ohne Noggin und 

R-Spondin kultiviert.  

Zur Isolation von Organoiden aus Tumorvorläuferzellen (Adenome), wurde 

makroskopisch normales Gewebe 8 und 12 Monate alter Mäuse nach der 

mechanischen/EDTA-basierten Isolation von normalen Organoiden enzymatisch 

verdaut und diese Organoide ebenfalls ohne Noggin und R-Spondin kultiviert.  

Anschließend wurden die Dbp Scores sowie das Wachstumsmuster dieser Organoide 8 

und 12 Monate alter Mäuse (A8 E1, A12 E1) sowie von Organoiden aus Tumoren 12 

Monate alter Msh2-/--Mäuse (T12 E1) miteinander verglichen. 

 

Organoide aus Tumorgewebe (T12 E1) weisen einen höheren Dbp Score aller drei 

Marker als Msh2-/--Organoide aus Normalgewebe 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) 

auf. Der deutlichste Unterschied zwischen Normal- und Tumororganoiden zeigt sich im 

Marker A27. Hier verkürzt sich die Produktlänge der Msh2-/--Organoide (N12 ENR1) von 

142 bp auf 139 bp in Tumororganoiden (T12 E1).  

Organoide aus Adenomgewebe (A8 E1, A12 E1) haben im Vergleich zu  

Msh2-/--Organoiden aus Normalgewebe (N12 ENR1) ebenfalls einen erhöhten Dbp 

Score in allen Markern. Der Dbp Score von Organoiden aus Adenomgewebe nimmt 

dabei mit höherem Mausalter zu, ist jedoch bei Organoiden aus Adenomgewebe 12 

Monate alter Mäuse (A12 E1) geringer als in Tumororganoiden (T12 E1) (Abb. 13). 
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Abbildung 13: heatmap zur Darstellung der Längenänderung der PCR-Produkte der Marker A27, 
A33 und GA29 in Msh2-/--Organoiden der Fraktionen N12 ENR1, A8 E1, A12 E1 und T12 E1  
(n=4 Mäuse/Fraktion, n=10 Organoide aus Normal- und Tumorgewebe/Maus, n=5 Organoide aus 
Adenomgewebe/Maus)[1] 
 

Tumororganoide (T12 E1) wachsen initial ausschließlich zystisch, was sie für mehrere 

Tage beibehalten. Die Wachstumsgeschwindigkeit in Tumororganoiden (T12 E1) ist im 

Vergleich zu Organoiden aus Normalgewebe 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) mit 

einer mittleren Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von etwa 12 h um nahezu das 

Dreifache gesteigert.  

Etwa 3 % der Tumororganoide (T12 E1) kollabieren bereits nach 48-72 h und kehren 

über ein zystisch-ähnliches zum verzweigten Wachstumsmuster zurück. 2 % der 

Tumororganoide (T12 E1) wachsen nach 48 h nicht mehr. Dieses ausgeprägt 

heterogene Wachstumsverhalten ist in Organoiden eines einzelnen Tumors als auch 

zwischen Organoiden unterschiedlicher Tumoren zu beobachten (Abb. 14). 

 
Abbildung 14: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden aus zwei Tumoren einer  
Msh2-/--Maus, jede Kurve repräsentiert ein Organoid (schwarz = Organoide aus Tumor 1 mit 
nahezu identischem Wachstum, orange = Organoide aus Tumor 2 mit frühzeitigem 
Wachstumsabbruch, blau = gemittelte Wachstumskurve von normalen Organoiden aus  
12 Monate alten Mäusen (N12 ENR1) mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von  
30 h, pink = gemittelte Wachstumskurve von Tumororganoiden (T12E1) mit einer 
Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 12 h[1] 
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Organoide aus Adenomgewebe (A8 E1, A12 E1) wachsen initial ebenfalls meist zystisch 

und schneller als Msh2-/--Organoide der gleichen Mäuse (N12 ENR1). Sie kollabieren 

später häufiger als Tumororganoide (T12 E1) und kehren über ein zystisch-ähnliches 

zum verzweigten Wachstumsmuster zurück. Am Ende der Beobachtungszeit (144 h) 

wachsen etwa 50 % der Adenomorganoide (A8 E1, A12 E1) verzweigt (Abb. 15). 

 

 
Abbildung 15: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender  
Msh2-/--Organoide der Fraktionen N12 ENR1, A12 E1 und T12 E1 (n=4 Mäuse/Fraktion,  
n=10 Organoide aus Normal- und Tumorgewebe/Maus, n=5 Organoide aus 
Adenomgewebe/Maus) 
 

Die Kultivierung von Msh2-/--Organoiden ohne Noggin und R-Spondin zeigt, dass sich in 

makroskopisch normalem Gewebe 8 und 12 Monate alter Msh2-/--Mäuse potentielle 

Tumorvorläuferzellen (Adenome) befinden. 

Zusätzlich charakterisieren der sich erhöhende Dbp Score als auch der steigende Anteil 

zystisch wachsender Organoide von Normal- über Adenom- hin zum Tumorgewebe die 

Adenom-Karzinom-Sequenz des untersuchten Mausmodells auf Ebene der Organoide. 
 

4.5. Vergleich der MSI zwischen in vitro- und in vivo-gealterten Organoiden aus 
Normalgewebe 

Um die MSI zwischen in vitro- und in vivo-gealterten Organoiden zu vergleichen, wurden 

Organoide aus Normalgewebe 8 Monate alter Mäuse aller drei Genotypen für 18 weitere 

Wochen unter Anwesenheit von ENR kultiviert (N8 ENR18), sodass diese Organoide 

letztlich 12 Monate alt waren. Diese in-vitro gealterten Organoide wurden mit frisch 

präparierten Organoiden 12 Monate alter Mäuse (N12 ENR1) verglichen, wodurch der 

Effekt einer Langzeitkultur auf die genetische Stabilität der Organoide quantifiziert 

wurde. 

Die Dbp Scores der Organoide aus der Langzeitkultur (N8 ENR18) wurden mit ihrem 

dazugehörigen Wachstumsmuster und -geschwindigkeit korreliert und anschließend mit 
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in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mäuse (N8 ENR1, N12 ENR1) 

verglichen. 

 

In den in vitro-gealterten Organoiden (N8 ENR18) kommt es zu Beginn der 

Untersuchung häufiger zu zystisch-ähnlichem oder zystischem Wachstum im Vergleich 

zu in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mäuse (8 ENR1, N12 ENR1). 

Das zeigt sich in Organoiden aller drei Genotypen. In vitro-gealterte Msh2-/--Organoide 

N8 ENR18) zeigen dieses Wachstumsmuster am häufigsten und am längsten (Abb. 16).  
 

 
Abbildung 16: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender Organoide 
der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen (n=4 Mäuse/Genotyp, 
 n=10 Organoide/Maus)[1] 

 
Die in vitro-gealterten Organoide (N8 ENR18) wachsen im Vergleich zu  

in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mäuse (N8 ENR1, N12 ENR1) 

heterogener. Einzelne Organoide (N8 ENR18) aller drei Genotypen wachsen dabei 

unmittelbar zu Beginn der Untersuchung mit tumorähnlicher Geschwindigkeit.  

In vitro-gealterte Msh2-/--Organoide wachsen im Vergleich zu in vitro-gealterten Msh2+/+- 

und Msh2+/-- Organoiden (N8ENR18) jedoch häufiger und länger tumorähnlich. (Abb. 10, 

11, 17) 
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Abbildung 18: Mittelwert der Dbp Scores (+ SEM) der drei Marker und deren Summe von 
Organoiden der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen  
(n=4 Mäuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus; T-Test: * p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001)[1] 
 

 

 

 

 

 

 
 

 
Die Dbp Scores von in vitro-gealterten Organoiden (N8 ENR18) sind in allen drei Markern  

im Vergleich zu in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mäuse (N8 ENR1, 

N12 ENR1) erhöht. Das zeigt sich besonders deutlich in Organoiden von Msh2-/- Mäusen 

(N8 ENR18) (Abb. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Das Wachstumsmuster und -geschwindigkeit der in vitro-gealterten Organoide  

(N8 ENR 18) korreliert wie auch in den in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate 

alter Mäuse (N8 ENR1 und N12 ENR1) nicht mit den Dbp Scores (Abb. 9, 19).  

Abbildung 17: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N8 ENR18 einer Maus, 
jede Kurve repräsentiert ein Organoid (Msh2+/+ n=18, Msh2+/- n=22, Msh2-/- n=20),  
schwarz = verzweigt, rot = zystisch-ähnlich/zystisch, blau = angepasste exponentielle 
Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 30 h,  
rosa = angepasste exponentielle Wachstumskurve T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der 
Querschnittsfläche von 12 h[1] 
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Das bedeutet, dass MSI während einer Langzeitkultivierung von Organoiden eher und 

häufiger auftritt. Das Wachstumsmuster und die -geschwindigkeit einzelner Organoide 

ändert sich dabei vermehrt. Die MSI, bestimmt mittels Dbp Scores, korreliert dabei wie 

während einer in vivo-Kultivierung nicht mit der Dauer des geänderten 

Wachstumsverhaltens. 

 

4.6. Auswirkung von ASS als zusätzlicher Kultivierungsfaktor auf die MSI von  
in vitro-gealterten Organoiden  

ASS beeinflusst das Outcome von Patienten mit hereditären CRC, beispielsweise 

hinsichtlich eines verringerten Auftretens von Tumoren, positiv.  

Um den potentiellen Einfluss von ASS auf die MSI der Organoide während einer  

in vitro-Langzeitkultivierung zu untersuchen, wurden Organoide aus Normalgewebe 8 

Monate alter Mäuse 18 Wochen mit ENR und ASS kultiviert (N8 ENR18 + ASS) und die 

Dbp Scores und Wachstumsmuster mit in vitro-gealterten Organoiden ohne Substitution 

von ASS (N8 ENR18) verglichen. 

 

Organoide, die mit ASS kultiviert wurden (N8 ENR18 + ASS) zeigen seltener und kürzer 

ein zystisch-ähnliches oder zystisches Wachstum als in vitro-gealterte Organoide ohne 

ASS (N8 ENR18). Das ist in allen drei Genotypen zu beobachten. Der deutlichste 

Unterschied zeigt sich in Msh2-/--Organoiden (Abb. 20). 
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Abbildung 19: Vergrößerung der Querschnittsfläche (links) und Dauer des zystisch-ähnlichen 
oder zystischen Wachstums (rechts) der Organoide der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und 
N8 ENR18 in Abhängigkeit vom Dbp Score, exemplarisch für den Marker GA29  
(n=1 Maus/Fraktion und Genotyp, alle untersuchten Organoide einer Maus sind dargestellt)[1] 
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Abbildung 21: Mittelwert der Dbp Scores (+ SEM) der drei Marker und deren Summe von 
Organoiden der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen  
(n=3 Mäuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus)[1] 

 

 
Abbildung 20: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender Organoide 
der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen (n=3 Mäuse/Fraktion und 
Genotyp, n=10 Organoide/Maus)[1] 

 

Die Dbp Scores der mit ASS kultivierten in vitro-gealterten Organoide (N8 ENR18 + ASS) 

unterscheiden sich nicht von denen der in vitro-gealterten Organoide ohne Substitution 

von ASS (N8 ENR18) (Abb. 21).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Das bedeutet, dass ASS die während einer Langzeitkultivierung auftretende MSI weder 

verhindert noch korrigiert, aber das zystisch-ähnliche oder zystische Wachstumsmuster 

von Organoiden verringert.  
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5. Diskussion 
Unter MMR-D akkumulieren Mutationen durch die Fehlfunktion eines betroffenen  

MMR-Gens in Abhängigkeit von der Zeit, welche beispielsweise unter MSH2-Defizienz 

zum Auftreten von MSI im intestinalen Gewebe führt[7]. Derzeit ist es nicht möglich, die 

zeitliche Abfolge von MSI unter MMR-D im menschlichen Darm vor dem Auftreten von 

CRC non-invasiv zu untersuchen. Eine Option der Analyse sind ISC-Organoidkulturen 

in konditionellen Knockout-Mausmodellen unterschiedlicher MMR-Gene, wie Msh2 oder 

Mlh1[18]. Die Organoide können dabei sowohl aus makroskopisch unverändertem als 

auch Tumorgewebe gewonnen werden[26].  

Der entscheidende Vorteil der Organoidkulturen im Vergleich zu 2D-Monolayer-Kulturen 

liegt darin, dass sie durch ihre 3D-Struktur die Komplexität des räumlichen, epithelialen 

Aufbaus des Darmgewebes widerspiegeln. Sie bestehen aus Villusdomänen, 

zusammengesetzt aus allen differenzierten Zelltypen des Darmepithels, sowie 

Kryptendomänen, welche ISC beinhalten. Diese ISC ermöglichen eine ständige,  

villusgerichtete Reproduktion des Darmepithels in der prozentual korrekten zellulären 

Zusammensetzung. Die daraus resultierende hohe Selbsterneuerungsrate der 

Organoide führt zur nahezu unbegrenzten Kultivierungsdauer[27].  

Im Gegensatz zu 2D-Monolayer-Kulturen sind ISC-Organoidkulturen jedoch mit 

deutlichen höheren Kosten und größerem Aufwand während der Kultivierung verbunden. 

Wie 2D-Monolayer-Kulturen bilden auch sie das intestinale Stroma, welches wichtig für 

die intestinale Stammzellfunktion ist, nicht ab. Dadurch sind zur Zelldifferenzierung 

notwendige Signalwege (Wnt, Notch) nicht aktiviert, sodass während der Kultivierung 

entsprechende Liganden wie Noggin oder R-Spondin substituiert werden müssen. 

 

Ein wichtiges methodisches Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von Methoden 

zur Quantifizierung von MSI in ISC-Organoiden aus makroskopisch normalem Darm- 

und Tumorgewebe Msh2-defizienter Mäuse. Das Wachstumsmuster einzelner 

Organoide wurde zudem über einen Zeitraum von 144 h mithilfe von 3D Life Scanning 

Microscopy nach dem Prinzip des z-stackings aufgezeichnet. Anschließend wurden 

diese Organoide unter optischer Kontrolle aus dem zur Einbettung verwendeten Matrigel 

gepickt und deren DNA isoliert. In einer Multiplex-PCR wurden die etablierten 

Mikrosatelliten-Marker A27, A33 und GA29, welche in murinem Gewebe unter  

Msh2-Defizienz bekanntermaßen häufig Mutationen aufweisen, auf MSI mit den neu 

etablierten Methoden untersucht[12]. Aus der Anzahl der veränderten Mikrosatelliten 

wurde der MSI Score und aus der Summe der absoluten Längenänderung der 

untersuchten Mikrosatelliten der Dbp Score erstellt. Diese Scores wurden anschließend 

mit dem ermittelten Wachstumsmuster der Organoide korreliert.  
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Durch den MSI Score kann in den analysierten Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 

zwischen MSI-stabil (MSI Score=0) und -instabil (MSI Score > 0) unterschieden werden. 

Das entspricht dem Vorgehen von Kucherlapati et al. (2010) bei der Etablierung einer 

Methode zur Quantifizierung von MSI unter Msh2-Defizienz im  

ECMsh2LoxP/LoxP-Mausmodell[14, 18]. In deren Analysen wurden nach Extraktion von DNA 

aus Schwanzbiopsien der Mäuse die Mikrosatelliten-Marker D7Mit91 sowie TG27 auf 

Alterationen untersucht. Dabei war das Vorliegen von MSI bei beiden Markern, aber 

nicht deren Ausmaß relevant. Kucherlapati et al. orientierten sich hierbei an der aktuellen 

Definition der Revised Bethesda-Guidelines for Hereditary Nonpoliposis Colorectal 

Cancer and Microsatellite Instability von Umar et al. (2004). Auf deren Grundlage werden 

Tumore von HNPCC-Patienten in MSI-high oder MSI-low in Abhängigkeit von der Anzahl 

der instabilen Mikrosatelliten eingeteilt und dadurch Empfehlungen und Aussagen zur 

weiteren Therapie sowie das Outcome ermöglicht[14, 18]. 

Die progrediente Akkumulation von Alterationen in Mikrosatelliten über die Zeit ist durch 

den MSI Score nicht darstellbar, da er lediglich angibt, ob ein Mikrosatellit verändert ist. 

Der durch uns etablierte Dbp Score bildet hingegen durch die numerische Angabe der 

Längenänderung der PCR-Produkte den Umfang der Alterationen in den untersuchten 

Mikrosatelliten zu jedem einzelnen Zeitpunkt ab. Durch die Analyse von ISC-Organoiden 

aus 1, 2, 3, 5, 8 und 12 Monate alten Mäusen kann somit der altersabhängige Verlauf 

der MSI in makroskopisch normalem Darmgewebe verfolgt werden. 

Parallel zur Quantifizierung des MSI einzelner Oganoide haben wir das 

Wachstumsmuster der Organoide durch life imaging und z-stacking quantifiziert. Zum 

Zeitpunkt der Veröffentlichung unserer Daten in Oncogene 2017 war dies in der Art zur 

Analyse der phänotypischen Änderungen von Organoiden unter MMR-D noch nicht 

durchgeführt worden. Das Wachstumsmuster der Organoide wurde aller 8 h 

aufgezeichnet und in verzweigt, zystisch-ähnlich oder zystisch, also tumorähnlich, 

eingeteilt. Das Wachstumsmusters wurde somit exakt einem jeweiligen Zeitpunkt 

zugeordnet. Trotz des hohen Aufwandes stellt es eine geeignete und präzise Option zur 

Evaluierung der morphologischen Veränderungen der ISC-Organoide dar. 

 

Durch die beschriebenen Methoden sollte der Beginn der MSI, der Verlauf der 

MSI in Abhängigkeit vom Mausalter sowie der Zusammenhang zwischen der MSI und 

dem Wachstumsmuster der Organoide dargestellt werden. Hierfür wurden die MSI 

Scores und Dbp Scores der ISC-Organoide aus Normalgewebe von 1, 2, 3, 5, 8 und 12 

Monate alten Mäusen ermittelt und mit den dazugehörigen Wachstumsmustern 

korreliert: 



31 
 

MSI erhöht sich in Abhängigkeit vom Alter und Genotyp der Mäuse. 

 

Msh2-Defizienz (Msh2-/-) führt zu progredienter MSI in ISC-Organoiden aus 

makroskopisch normalen Darmgewebe über die Lebenszeit. Es kann eine im frühen 

Mausalter beginnende und zunehmende Akkumulation von Mutationen innerhalb der 

drei untersuchten Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 beobachtet werden. Diese basiert 

dabei, wie in Punkt 1.1.1. beschrieben, auf dem kompletten Funktionsverlust der 

Heterodimere MutSa und MutSb und einer dadurch bedingten inadäquaten Reparatur 

der während des Replikationsprozesses entstehenden Alterationen[28]. 

In den untersuchten ISC-Organoiden aller 3 Maus-Genotypen sind überwiegend 

Deletionen in den Mikrosatelliten nachzuweisen. Das entspricht unter anderem den 

Analysen von Lynch et al. (2004), die zeigen, dass in CRC hoher MSI in  

HNPCC-Patienten ebenfalls vorwiegend Deletionen vorliegen[13]. 

Der MSI Score in Msh2-/--Organoiden steigt innerhalb einer kurzen Zeitspanne an. 

Bereits im Mausalter von 2 Monaten sind alle Msh2-/--Organoide in mindestens 1 

Mikrosatelliten verändert. Die Hälfte der Msh2-/--Organoide weist einen MSI Score > 1 

auf. Der kontinuierliche Anstieg der MSI unter Msh2-Defizienz in den Organoiden vor 

dem makroskopischen Nachweis von Tumoren weist darauf hin, dass Mutationen in den 

ISC lange vor der Manifestation von CRC vorliegen.  

Die Entwicklung der MSI vor der eigentlichen Tumormanifestation ist bis dato im 

Menschen nicht untersucht worden, was durch fehlende Möglichkeiten zur non- oder 

minimalinvasiven histomorphologischen Begutachtung von intestinalem Gewebe 

bedingt ist[29-32]. Das durch uns beobachtete Auftreten von MSI in Msh2-/--Organoiden in 

frühem Mausalter entspricht teilweise Ergebnissen aktueller Studien von Diao et al. 

(2020) und Valle et al. (2019) in HNPCC-Patienten. Diese zeigten, dass es unter  

MSH2-Defizienz sehr zeitig und zusätzlich im Vergleich zu MSH6- oder PMS2-Defizienz 

deutlich eher zum Auftreten CRC hoher MSI kommt[33-35]. Die dargestellte Progressivität 

der MSI ist dabei durch den Funktionsverlust und die dadurch verringerte 

Reparaturfähigkeit von gleich zwei Heterodimeren (MutSa und MutSb) im Vergleich zur 

Defizienz anderer MMR-Gene zu erklären (Tab. 1)[7, 8, 12].  

In HNPCC-Patienten liegt, im Unterschied zu dem hier genutzten Mausmodell, initial nur 

eine monoallelische Mutation in einem der MMR-Gene und somit eine Restaktivität der 

Reparaturmechanismen vor.[36] Das erklärt den deutlich geringeren MSI Score der 

Msh2+/--Organoide im Vergleich zu Msh2-/--Organoiden. Ein kompletter Funktionsverlust 

der genannten Heterodimere wird in HNPCC-Patienten dabei durch einen second hit in 

einzelnen Zellen induziert[3]. Der steigende MSI Score der Msh2+/--Organoide in höherem 

Mausalter weist darauf hin, dass die Suszeptibilität gegenüber dem second hit in 
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Abhängigkeit vom Alter der Mäuse zunimmt und zu steigender MSI führt. Es ist jedoch 

anzunehmen, dass es nicht in allen Msh2+/--Organoiden zu einem second hit kommt. 

Hier könnte die bereits beschriebene Restaktivität der Reparaturmechanismen die 

Heterogenität der Msh2+/--Organoide bezüglich des MSI Scores bedingen[8]. 

Bekannte funktionell relevante Mutationen in humanen ISC unter MMR-D, welche bei 

HNPCC-Patienten aufgrund von MSI in codierenden Genomabschnitten (CHEK1, 

GRB14 und TCF7L2) entstehen und zur Tumorentstehung führen, waren in unseren 

Untersuchungen in 8 und 12 Monate alten Msh2-/--Mäusen nicht nachzuweisen[1, 37].  

 

Organoide aus Normalgewebe verändern ihr Wachstumsmuster und -geschwindigkeit in 

Abhängigkeit vom Alter und Genotyp der Mäuse. 

 

Zystisch-ähnliches und zystisches Wachstum von ISC-Organoiden ist ein Zeichen für 

gesteigerte Unabhängigkeit von R-Spondin durch eine Hyperaktivierung des  

Wnt-Signalweges. Es tritt vermehrt in alterierten und MMR-defizienten Zellen auf. 

Unter Msh2-Defizienz (Msh2-/-) wachsen 10% der Organoide aus Normalgewebe von 12 

Monate alten Mäusen vermehrt zystisch-ähnlich oder zystisch und mit höherer 

Geschwindigkeit, ähnlich Organoiden aus Tumorgewebe. Das zeigt, dass es in Msh2-/-- 

im Vergleich zu Msh2+/+- und Msh2+/--Organoiden über die Zeit vermehrt zur 

Akkumulation von Alterationen kommt, die zu einer Änderung des Wachstumsmusters, 

welches für Organoide aus Tumorgewebe charakteristisch ist.  

Das Wachstumsmuster und die Wachstumsgeschwindigkeit einzelner Organoide 

korreliert dabei jedoch nicht mit deren Mikrosatellitenstatus, was bedeutet, dass 

genotypische Veränderungen unter MMR-D nicht zwangsläufig tumorähnliches 

Wachstum bedingen. 

Das entspricht den Hypothesen von Tomlinson et al. (1999) sowie Cerretelli et al. (2020) 

im Hinblick auf die generelle Entstehung von Tumoren. Sie beschreiben, dass eine 

erhöhte Mutationsrate per se nicht zwangsläufig zu karzinogenen Prozessen führen 

muss[38]. Alterierte Zellen entgehen jedoch häufiger einer Immunantwort und weichen 

folgend Apoptosesignalen aus, was letztlich in einem erhöhten Risiko der 

Tumorentstehung resultiert[8, 39]. 

 

In unserer Studie weisen alle normalen Organoide mit gesteigerter 

Wachstumsgeschwindigkeit, ähnlich Organoiden aus Tumorgewebe, den maximalen 

MSI Score 3 auf. Der Dbp Score ist jedoch im Vergleich zu Organoiden mit geringerer 

Wachstumsgeschwindigkeit nicht erhöht. Das lässt vermuten, dass das lediglich 

Vorliegen von MSI und nicht das Ausmaß der Alterationen relevant für eine 
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phänotypische, also karzinogene Veränderung ist. Auch das entspricht den zuvor 

angeführten Hypothesen[8, 38]. 

 

In der Arbeit sollte weiterhin der Effekt einer Langzeitkultivierung auf die MSI der 

Organoide quantifiziert werden. Hierfür wurden Organoide aus Normalgewebe 8 Monate 

alter Mäuse für 18 weitere Wochen kultiviert und anschließend hinsichtlich der MSI und 

den Dbp Scores sowie dem Wachstumsmuster mit Organoiden aus Normalgewebe 12 

Monate alter Mäuse verglichen. 

 

Eine in vitro-Langzeitkultivierung von Organoiden führt zu höherer MSI und ändert das 

Wachstumsmuster der Organoide. 

 

In vitro-gealterte Organoide aller 3 Genotypen wachsen häufiger zystisch-ähnlich oder 

zystisch und weisen höhere Dbp Scores auf als in vivo-gealterte Organoide. Das 

bedeutet, dass sich MSI in vitro schneller entwickelt als in vivo. Dabei ist  

zystisch-ähnliches oder zystisches Wachstum durch eine erhöhte Unabhängigkeit von 

R-Spondin einzelner ISC innerhalb der Organoide charakterisiert. Das könnte durch die 

Akkumulation von Alterationen verursacht sein, die in Langzeitkultivierung vermehrt zu 

einer Störung des Ascl2-Autofeedback-Mechanismus führen, wie von Almeqdadi et al. 

(2019) und Schuijers et al. (2015) beschrieben. Die durch eine Langzeitkultivierung 

bedingte Hyperaktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges resultiert dabei in einer 

gesteigerten Proliferation der alterierten Zellen und führt zu vermehrtem Auftreten eines 

zystisch-ähnlichen oder zystischen Wachstumsmusters[27, 40]. 

Obwohl zystisch-ähnliches Wachstum vor allem bei in vitro-gealterten  

Msh2-/--Organoide zu beobachten war, trat es sporadisch auch bei in vitro-gealterten 

Msh2+/-- und Msh2+/+-Organoiden auf. Das bedeutet, dass Alterationen während einer  

in vitro-Langzeitkultivierung auch sporadisch in genetisch unverändertem Gewebe 

auftreten können und detektierbar werden. Es findet dabei eine positive Selektion der 

genetisch veränderten, von R-Spondin unabhängig und somit schneller wachsenden 

ISC-Organoide statt. Es werden somit Faktoren benötigt, die durch eine 

Langzeitkultivierung bedingte Alterationen und phänotypische Veränderungen 

verhindern. 

 

Um im makroskopisch normalen Darmgewebe Tumorvorläuferzellen (Adenome) 

nachzuweisen, wurden Darmproben 8 und 12 Monate alter Mäuse nach Aufschluss mit 

EDTA zusätzlich enzymatisch verdaut. Aus den hieraus gewonnenen 

Tumorvorläuferzellen wurden, entsprechend ISC aus Tumorgewebe, ohne Noggin und 
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R-Spondin Organoide generiert. Die MSI und Dbp Scores dieser Organoide wurden mit 

ihrem Wachstumsmuster korreliert und mit denen der Organoide aus Normal- und 

Tumorgewebe 8 und 12 Monate alter Mäuse verglichen.  
 

Tumorvorläuferzellen liegen in makroskopisch normalen Darmabschnitten vor. 

 

Wir konnten Tumorvorläuferzellen in makroskopisch normalem Gewebe von  

Msh2-/--Mäusen bereits in 8 Monate alten Mäusen und somit 4 Monate vor der 

eigentlichen Tumorentstehung detektieren. Das entspricht dem durch Ahadova et al. 

(2018) postulierten dritten molekularen Signalweg der intestinalen Tumorentstehung 

unter MSH2-Defizienz. Dieser beschreibt, dass CRC aus nicht-polypösen, und somit 

nicht makroskopisch sichtbaren, mukosalen Läsionen aufgrund von MMR-D sowie einer 

sekundär erworbenen Mutation des APC-Gens entstehen[41]. Organoide aus 

Tumorvorläuferzellen wachsen dabei ähnlich den Organoiden aus Tumorgewebe 

unabhängig von R-Spondin mit einem zystisch-ähnlichem Wachstumsmuster und einer 

gesteigerten Wachstumsrate. Das lässt ebenfalls auf die zuvor beschriebene 

mutationsbedingte permanente Aktivierung des Wnt-Signalweges schließen[23, 41].  

In diesen Tumorvorläuferzellen sind somit einerseits MMR-D und zusätzlich das 

Auftreten weiterer Mutationen, beispielweise des APC-Gens, zur eigentlichen 

Tumorformation notwendig. Das stimmt mit Beobachtungen in HNPCC-Patienten 

überein, bei denen eine monoallelische Inaktivierung der MMR-Gene regelmäßig 

nachgewiesen wird, diese aber nur in wenigen Fällen und im höheren Alter zur 

Tumorentstehung führt[42, 43]. Daraus kann neben einer ausreichenden Restfunktion des 

betroffenen MMR-Gens zusätzlich auf eine kompetitiv bedingte negative Selektion von 

genetisch veränderten ISC im Sinne einer intestinalen Schutzfunktion geschlossen 

werden, wie durch Lynch et al. (2006, 2015) in der Theorie der  

MMR-Genotyp-Phänotyp-Heterogenität beschrieben[7, 44]. 

 

Insgesamt spiegeln die progredienten Alterationen sowie der steigende Anteil von 

zystisch-ähnlichem und zystischem Wachstum von normalen über Adenom- zu 

Tumororganoiden einer Altersgruppe die genetischen und morphologischen 

Änderungen im Rahmen einer Adenom-Karzinom-Sequenz wider, die bei der 

Entstehung HNPCC-assoziierter CRC bekannt ist[3, 7]. 

 

In unserer Zucht entwickeln Msh2-/--Mäuse erst im Alter von 12 Monaten makroskopisch 

sichtbare Tumore, was gemessen am durchschnittlichen möglichen Lebensalter einer 

Labormaus relativ spät ist. Im Unterschied dazu entstehen in HNPCC-Patienten mit 
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biallelischer Mutation eines MMR-Gens in allen somatischen Zellen, der sogenannten 

konstitutionellen MMR-D, HNPCC-assoziierte Tumore bereits teilweise vor dem  

6. Lebensjahr, was mit einer deutlich verminderten Lebenserwartung verbunden ist[7]. 

Diese Beobachtung ist durch die isoliert auf den Darm beschränkte MMR-D im 

untersuchten Mausmodell zu erklären und ist vergleichbar mit Ergebnissen aus anderen 

tierexperimentellen Untersuchungen wie beispielsweise Kucherlapati et al. (2010) im 

ECMsh2LoxP/LoxP-Mausmodell, in welchen ebenfalls erst im höheren Mausalter eine 

intestinale Tumorformation zu beobachten war[18]. Hieraus kann im Vergleich zu anderen 

Gewebearten auf eine ausgeprägte, darmspezifische Fähigkeit geschlossen werden, 

mutierte Zellen über einen langen Zeitraum kompetitiv oder selektiv zu eliminieren und 

somit einer frühen Tumorentstehung vorzubeugen[45]. 

 

Optimierte Kulturbedingungen stellen eine Möglichkeit dar, um ungewollte 

genetische Veränderungen während einer in vitro-Langzeitkultivierung von Organoiden 

zu minimieren. Wir untersuchten deshalb den Einfluss von ASS auf die MSI und das 

Wachstumsmuster von in vitro-gealterten Organoiden. Dafür wurden Organoide 8 

Monate alter Mäuse für 18 weitere Wochen unter ASS Substitution kultiviert und deren 

MSI und Dbp Scores und das Wachstumsmuster mit in vitro-gealterten Organoiden ohne 

ASS Substitution verglichen. 

 

ASS minimiert zystisch-ähnliches und zystisches Wachstum von Organoiden in  

in vitro-Langzeitkultur, verhindert jedoch nicht das Auftreten von MSI. 

 

ASS verlängert die Lebenszeit der Msh2-/--Mäuse sowie die Zeitspanne bis zur 

eigentlichen Entstehung von CRC, wie zuvor von McIlhatton et al. (2011) im 

VC+/?Msh2LoxP/LoxP(Msh2-/-)-Mausmodell beschrieben[19, 46]. Diese Beobachtung 

entspricht ebenfalls den Ergebnissen der CaPP2-Studie von Burn et al. (2020), in denen 

die Substitution von ASS das Auftreten von Adenomen und Karzinomen bei  

HNPCC-Patienten reduziert[46].  

Unter Substitution von ASS wuchsen weniger Msh2-/--Organoide und Organoide aller 

Genotypen zeigten tendenziell weniger zystisch-ähnliches oder zystisches Wachstum. 

Der Dbp Score war hingegen nicht erniedrigt.  

Kucherlapati et al. (2010) diskutieren, dass die Substitution von ASS durch die 

gesteigerte Apoptose instabiler Zellen zu einer Selektion von MMR-defizienten, aber 

stabilen Zellpopulationen mit hoher Mikrosatellitenstabilität in vivo führt und dadurch eine 

verminderte Tumorentstehung bedingt[18]. In unseren in vitro-Untersuchungen kommt es 

unter Substitution von ASS ebenfalls zu einer Selektion von MMR-defizienten und 
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stabilen Zellen, die jedoch überwiegend MSI aufweisen. Somit führt die Substitution von 

ASS zur Stabilisierung MMR-defizienter, zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender 

Zellen in vitro. Sie verhindert jedoch nicht die durch die in vitro-Langzeitkultivierung 

erhöhte MSI. Harris et al. (2014) postulierten, dass eine Rückkehr vom zystischen zum 

verzweigten Wachstumsmuster der Organoide auf einer verminderten Proliferationsrate 

sowie einem erhöhten Elastizitätsmodul der Epithelzellen in dem Organoid beruht[1, 47]. 

Beide Effekte treten bekanntermaßen während epithelialer Differenzierung auf[25, 47]. 

Unsere Ergebnisse können demnach darauf hindeuten, dass ASS die intestinale 

Differenzierung von Epithelzellen fördert und so zystisch-ähnliches oder zystisches, also 

tumorähnliches Wachstum minimiert. ASS könnte dabei weiterhin die Expansion von 

alterierten Zellen minimieren und dadurch tumorähnlichem Wachstum vorbeugen. 

 

Ausblick 

 

Organoidkulturen MMR-defizienter Mäuse geben Einblick in die gewebsspezifische 

Akkumulation von Mutationen in Abhängigkeit vom Alter der Tiere und den 

Kultivierungsbedingungen der Organoide. Im Hinblick auf Untersuchungen im Menschen 

können sie dabei das Problem der ethischen und gesetzlichen Einschränkungen im 

Rahmen der Arbeit mit fetalen Stammzellen lösen. Die Verwendung von aus adultem 

menschlichem Gewbe gewonnen Organoiden als Diagnostikum sowie Therapeutikum 

bei Erkrankungen wie chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, cystischer Fibrose 

oder auch CRC ist in den letzten Jahren immer stärker in den Fokus der Wissenschaft 

gerückt[27]. Auch virale und bakterielle Ko-Kultivierung von Organoiden mit 

beispielsweise dem humanen Rotavirus oder Helicobacter pylori sind seit Längerem 

möglich und führten hierbei zu zahlreichen Erkenntnissen der Pathophysiologie 

unterschiedlicher gastrointestinaler Erkrankungen[48, 49]. 

Als potentielles medizinisches Therapeutikum bedarf es gerade im Hinblick auf die 

Methodik und Durchführung der Organoidkultivierung weiterer intensiver Forschung. 

Spezifisch und individuell festgelegte Kultivierungsbedingungen könnten eine Option 

darstellen, um genetische Veränderungen in Organoiden innerhalb der Langzeitkultur zu 

vermeiden. Hierbei könnte beispielsweise eine dosisabhängige Wirkung von ASS, 

entsprechend der CaPP3-Studie, als Faktor bei Langzeitkultivierung von  

ISC-Organoiden in weiterführenden Studien untersucht werden[46].  

Auch in anderen medizinischen Fachrichtungen, wie der onkologischen  

Kopf-/Halschirurgie, werden in vitro-langzeitkultivierte Organoide verwendet, um 

beispielsweise die Effektivität adjuvanter, patientenspezifischer Therapieregime für das 

orale Plattenepithelkarzinom zu evaluieren[50]. Somit könnten die in dieser Arbeit 
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etablierten Methoden zur Quantifizierung von genetischen Alterationen in Organoiden 

sowie die erzielten Ergebnisse unserer Analysen ebenfalls als Grundlage für 

Untersuchungen auf anderen medizinischen Gebieten genutzt werden, in denen 

Organoidkulturen zunehmend eine Rolle spielen.  
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Kurzreferat 

Unter mismatch repair-Defizienz (MMR-D) akkumulieren Mutationen durch die 

Fehlfunktion eines betroffenen MMR-Gens in Abhängigkeit von der Zeit und können zum 

Auftreten von kolorektalen Karzinomen (CRC) führen. Diese Mutationen sind 

beispielsweise unter MSH2-Defizienz als Mikrosatelliteninstabilität (MSI) in nicht 

codierenden Genomabschnitten im intestinalen Gewebe detektierbar. Die Analyse der 

Entwicklung der MSI im intestinalen Gewebe unter MMR-D ist im Menschen schwierig 

und ethisch nicht vertretbar. Eine Option der Analyse stellen Organoidkulturen, als 

Miniaturausgabe des intestinalen Gewebes ex vivo, dar. Ziel der Arbeit ist es, die 

Häufigkeit von Mutationen in Mikrosatelliten von Organoiden unter Msh2-Defizienz aus 

normalem Darm, Tumorvorläuferzellen und Tumoren in Abhängigkeit vom Alter der 

Maus, der Dauer und den Bedingungen der Organoidkultur zu quantifizieren. Dazu 

wurde der Mikrosatellitenstatus einzelner Organoide mit dem dazugehörigen 

Wachstumsmuster korreliert.  
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Folgende Fragen sollten beantwortet werden:  

- Ab welchem Mausalter tritt MSI auf? Ist sie altersabhängig? Korreliert sie mit dem 

dazugehörigen Wachstumsmuster?  

- Sind Tumorvorläuferzellen (Adenome) in makroskopisch normalem Gewebe 

vorhanden? 

- Haben Kultivierungsdauer und -faktoren Einfluss auf die MSI und das 

Wachstumsmuster der Organoide? 

 

Material und Methodik 

Altersidentische Msh2+/+-, Msh2+/--, und Msh2-/-- Mäuse und daraus generierte 

Organoide wurde als Triplets generell parallel analysiert. Die Organoidkultivierung 

erfolgte durch Isolierung von Darmkrypten aus makroskopischem Normal- und 

Tumorgewebe. Das Wachstum wurde mittels life imaging aller 8 h über 144 h für jedes 

Organoid aufgezeichnet. Wachstumskurven wurden errechnet und das 

Wachstumsmuster eines Organoids wurde zu jedem Zeitpunkt klassifiziert. Die 

Organoide wurden nach dem life imaging gepickt und mithilfe der Mikrosatellitenmarker 

A27, A33, GA29 in einer Multiplex-PCR auf Alterationen analysiert. Hieraus konnte ein 

MSI Score, ein ∆bp Score und dazugehörige heatmaps, die die qualitativen Änderungen 

der Marker visuell widerspiegeln, ermittelt werden. 

 

Ergebnisse 

MSI ist in ISC-Organoiden von Msh2-/--Mäusen vor dem Auftreten solider Tumoren in 

einem Alter von 12 Monaten nachweisbar und steigt über die Lebenszeit an. Bereits in 

einem Alter von 5 Monaten ist der maximale MSI Score, der lediglich die Anzahl 

veränderter Mikrosatelliten aufzeigt, erreicht. Der ∆bp Score zeigt, dass die 

Längenveränderungen im Bereich der Mikrosatelliten weiter kontinuierlich zunimmt und 

ein mit fortschreitendem Alter progressiver Nukleotidverlust auftritt. 

 

Die Wachstumsraten und -muster der Organoide von Msh2-/--Mäusen werden mit 

zunehmendem Alter heterogen. Bis zu einem Mausalter von 8 Monaten zeigen die 

Organoide aus dem Normalgewebe der Mäuse ein homogenes, verzweigtes Wachstum. 

Im Alter von 12 Monaten wachsen jedoch etwa 10 % der Organoide initial zystisch, 

ähnlich Organoiden aus Tumorgewebe. Dieses inhomogene Wachstumsmuster ist 

unabhängig vom ermittelten MSI Score. 

 

Tumorvorläuferzellen akkumulieren in normalem Epithel von Msh2-/--Mäusen weit vor 

dem Auftreten solider Tumoren. Organoide, die ohne den Zusatz von Noggin und  
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R-Spondin aus enzymatisch verdauten Normalgewebe anwachsen, stammen von 

Tumorvorläuferzellen ab. Sie können aus 8 und 12 Monate alten Msh2-/--, jedoch nicht 

Msh2+/-- und Msh2+/+-Mäusen isoliert werden, und weisen ein zystisches, tumorähnliches 

Wachstum auf. Die Wachstumsrate sowie der ∆bp Score der Organoide ist im Vergleich 

zu Organoiden aus Normalgewebe erhöht.  

 

Alterationen in ISC nehmen unter Langzeitkultivierung zu und akkumulieren in vitro 

schneller als in vivo. Organoide 8 Monate alter Mäuse wurden für weitere 18 Wochen in 

vitro kultiviert. Es konnte gezeigt werden, dass nach dieser Zeit im Vergleich zu 12 

Monate alten Organoiden vermehrt zystisch-ähnliches Wachstum auftritt. Der ∆bp Score 

steigt in vítro schneller als in vivo.  

 

Acetylsalicylsäure (ASS) vermindert das Auftreten und die Länge von zystisch-

ähnlichem Wachstum, verändert jedoch nicht den ∆bp Score. Nach Langzeitkultur mit 

ASS über 18 weitere Wochen wachsen Organoide 8 Monate alter Mäuse aller drei 

Genotypen seltener zystisch-ähnlich. ASS vermindert die Anwachsrate von  

Msh2-/--Organoiden. Der ∆bp Score ändert sich unter Substitution von ASS nicht.  

 

Fazit 

Organoidkulturen MMR-defizienter Mäuse geben Einblick in die gewebsspezifische 

Akkumulation von Mutationen in Abhängigkeit vom Alter der Tiere und den 

Kultivierungsbedingungen der Organoide. Sie lösen dabei ethische und gesetzliche 

Probleme im Umgang mit fetalen Stammzellen und stehen durch die Darstellung 

physiologischer und pathologischer Mechanismen, beispielsweise bei zystischer 

Fibrose, oralen Plattenepithelkarzinomen oder CRC im Mittelpunkt von Betrachtungen 

verschiedener medizinischer Fachrichtungen.  

Durch diese Arbeit wurden Methoden zur Quantifizierung genetischer Alterationen in  

ISC-Organoiden unter Msh2-Defizienz etabliert sowie Kultivierungsbedingungen zur 

Beeinflussung einer in vitro-Langzeitkultivierung von ISC-Organoiden charakterisiert, die 

als Grundlagen zur weiteren Forschung im Hinblick auf die Behandlung von  

HNPCC-Patienten als auch anderen Erkrankungen dienen können.  

  



41 
 

7. Literaturverzeichnis 
1. Keysselt, K., et al., Different in vivo and in vitro transformation of intestinal stem 

cells in mismatch repair deficiency. Oncogene, 2017. 36(19): p. 2750-2761. 

2. Krebsregisterdaten, Z.f. „Krebs in Deutschland“ - Darmkrebs (2016). 2019 

17.12.2019; Available from: 

https://www.krebsdaten.de/Krebs/DE/Content/Krebsarten/Darmkrebs/darmkreb

s_node.html. 

3. Muller, M.F., A.E. Ibrahim, and M.J. Arends, Molecular pathological 

classification of colorectal cancer. Virchows Arch, 2016. 469(2): p. 125-34. 

4. Binder, H., et al., Genomic and transcriptomic heterogeneity of colorectal 

tumours arising in Lynch syndrome. J Pathol, 2017. 243(2): p. 242-254. 

5. Pawlik, T.M., C.P. Raut, and M.A. Rodriguez-Bigas, Colorectal carcinogenesis: 

MSI-H versus MSI-L. Dis Markers, 2004. 20(4-5): p. 199-206. 

6. Bui, Q.M., D. Lin, and W. Ho, Approach to Lynch Syndrome for the 

Gastroenterologist. Dig Dis Sci, 2017. 62(2): p. 299-304. 

7. Lynch, H.T., et al., Milestones of Lynch syndrome: 1895-2015. Nat Rev Cancer, 

2015. 15(3): p. 181-94. 

8. Cerretelli, G., et al., Molecular Pathology of Lynch Syndrome. J Pathol, 2020. 

9. Heinimann, K., Toward a molecular classification of colorectal cancer: the role 

of microsatellite instability status. Front Oncol, 2013. 3: p. 272. 

10. Sigve Nakken, E.H., Pål Møller. Prospective Lynch Syndrome Database 

(PLSD) - cumulative risk for cancer by age, genetic variant, and gender in 

carriers. 2019; Available from: https://sigven78.shinyapps.io/plsd_v4/. 

11. Bacher, J.W., et al., Use of mononucleotide repeat markers for detection of 

microsatellite instability in mouse tumors. Mol Carcinog, 2005. 44(4): p. 285-92. 

12. Kabbarah, O., et al., A panel of repeat markers for detection of microsatellite 

instability in murine tumors. Mol Carcinog, 2003. 38(4): p. 155-9. 

13. Lynch, H.T., et al., A founder mutation of the MSH2 gene and hereditary 

nonpolyposis colorectal cancer in the United States. JAMA, 2004. 291(6): p. 

718-24. 

14. Umar, A., et al., Revised Bethesda Guidelines for hereditary nonpolyposis 

colorectal cancer (Lynch syndrome) and microsatellite instability. J Natl Cancer 

Inst, 2004. 96(4): p. 261-8. 

15. Burn, J., et al., Long-term effect of aspirin on cancer risk in carriers of hereditary 

colorectal cancer: an analysis from the CAPP2 randomised controlled trial. 

Lancet, 2011. 378(9809): p. 2081-7. 



42 
 

16. Boland, C.R., A knockout for Lynch syndrome. Gastroenterology, 2010. 138(3): 

p. 820-2. 

17. Lee, K., E. Tosti, and W. Edelmann, Mouse models of DNA mismatch repair in 

cancer research. DNA Repair (Amst), 2016. 38: p. 140-146. 

18. Kucherlapati, M.H., et al., An Msh2 conditional knockout mouse for studying 

intestinal cancer and testing anticancer agents. Gastroenterology, 2010. 138(3): 

p. 993-1002 e1. 

19. McIlhatton, M.A., et al., Aspirin and low-dose nitric oxide-donating aspirin 

increase life span in a Lynch syndrome mouse model. Cancer Prev Res (Phila), 

2011. 4(5): p. 684-93. 

20. Daoud, A. and J.O. Munera, Insights Into Human Development and Disease 

From Human Pluripotent Stem Cell Derived Intestinal Organoids. Front Med 

(Lausanne), 2019. 6: p. 297. 

21. Sato, T. and H. Clevers, Growing self-organizing mini-guts from a single 

intestinal stem cell: mechanism and applications. Science, 2013. 340(6137): p. 

1190-4. 

22. Sato, T., et al., Single Lgr5 stem cells build crypt-villus structures in vitro without 

a mesenchymal niche. Nature, 2009. 459(7244): p. 262-5. 

23. Takahashi, T. and A. Shiraishi, Stem Cell Signaling Pathways in the Small 

Intestine. Int J Mol Sci, 2020. 21(6). 

24. Wang, Y., et al., Self-renewing Monolayer of Primary Colonic or Rectal 

Epithelial Cells. Cell Mol Gastroenterol Hepatol, 2017. 4(1): p. 165-182 e7. 

25. Sato, T., et al., Long-term expansion of epithelial organoids from human colon, 

adenoma, adenocarcinoma, and Barrett's epithelium. Gastroenterology, 2011. 

141(5): p. 1762-72. 

26. Drost, J. and H. Clevers, Organoids in cancer research. Nat Rev Cancer, 2018. 

18(7): p. 407-418. 

27. Almeqdadi, M., et al., Gut organoids: mini-tissues in culture to study intestinal 

physiology and disease. Am J Physiol Cell Physiol, 2019. 317(3): p. C405-

C419. 

28. Chikatani, K., et al., A Model for Predicting DNA Mismatch Repair-deficient 

Colorectal Cancer. Anticancer Res, 2020. 40(8): p. 4379-4385. 

29. Battaglin, F., et al., Microsatellite instability in colorectal cancer: overview of its 

clinical significance and novel perspectives. Clin Adv Hematol Oncol, 2018. 

16(11): p. 735-745. 

30. Currey, N., et al., Microsatellite Instability in Mouse Models of Colorectal 

Cancer. Can J Gastroenterol Hepatol, 2018. 2018: p. 6152928. 



43 
 

31. Pecriaux, A., et al., Detection of microsatellite instability in a panel of solid 

tumours with the Idylla MSI Test using extracted DNA. J Clin Pathol, 2021. 

74(1): p. 36-42. 

32. Serra, S., et al., Unique MLH1 mutations in colonic adenomas in an obligate 

germline Lynch syndrome carrier. J Clin Pathol, 2020. 73(5): p. 291-295. 

33. Diao, Z., et al., The clinical utility of microsatellite instability in colorectal cancer. 

Crit Rev Oncol Hematol, 2020. 157: p. 103171. 

34. Valle, L., et al., Update on genetic predisposition to colorectal cancer and 

polyposis. Mol Aspects Med, 2019. 69: p. 10-26. 

35. Valle, L., et al., Genetic predisposition to colorectal cancer: syndromes, genes, 

classification of genetic variants and implications for precision medicine. J 

Pathol, 2019. 247(5): p. 574-588. 

36. Liu, D., G. Keijzers, and L.J. Rasmussen, DNA mismatch repair and its many 

roles in eukaryotic cells. Mutat Res, 2017. 773: p. 174-187. 

37. Woerner, S.M., et al., Detection of coding microsatellite frameshift mutations in 

DNA mismatch repair-deficient mouse intestinal tumors. Mol Carcinog, 2015. 

54(11): p. 1376-86. 

38. Tomlinson, I. and W. Bodmer, Selection, the mutation rate and cancer: ensuring 

that the tail does not wag the dog. Nat Med, 1999. 5(1): p. 11-2. 

39. Seth, S., et al., Lynch syndrome - cancer pathways, heterogeneity and immune 

escape. J Pathol, 2018. 246(2): p. 129-133. 

40. Schuijers, J., et al., Ascl2 acts as an R-spondin/Wnt-responsive switch to 

control stemness in intestinal crypts. Cell Stem Cell, 2015. 16(2): p. 158-70. 

41. Ahadova, A., et al., Three molecular pathways model colorectal carcinogenesis 

in Lynch syndrome. Int J Cancer, 2018. 143(1): p. 139-150. 

42. Kloor, M., et al., Prevalence of mismatch repair-deficient crypt foci in Lynch 

syndrome: a pathological study. Lancet Oncol, 2012. 13(6): p. 598-606. 

43. Staffa, L., et al., Mismatch repair-deficient crypt foci in Lynch syndrome--

molecular alterations and association with clinical parameters. PLoS One, 

2015. 10(3): p. e0121980. 

44. Lynch, H.T., et al., American founder mutation for Lynch syndrome. Prevalence 

estimates and implications. Cancer, 2006. 106(2): p. 448-52. 

45. Tao, S., et al., Wnt activity and basal niche position sensitize intestinal stem 

and progenitor cells to DNA damage. EMBO J, 2017. 36(19): p. 2920-2921. 

46. Burn, J., et al., Cancer prevention with aspirin in hereditary colorectal cancer 

(Lynch syndrome), 10-year follow-up and registry-based 20-year data in the 



44 
 

CAPP2 study: a double-blind, randomised, placebo-controlled trial. Lancet, 

2020. 395(10240): p. 1855-1863. 

47. Harris, A.R., A. Daeden, and G.T. Charras, Formation of adherens junctions 

leads to the emergence of a tissue-level tension in epithelial monolayers. J Cell 

Sci, 2014. 127(Pt 11): p. 2507-17. 

48. Saxena, K., et al., Human Intestinal Enteroids: a New Model To Study Human 

Rotavirus Infection, Host Restriction, and Pathophysiology. J Virol, 2016. 90(1): 

p. 43-56. 

49. Wroblewski, L.E., et al., Helicobacter pylori targets cancer-associated apical-

junctional constituents in gastroids and gastric epithelial cells. Gut, 2015. 64(5): 

p. 720-30. 

50. Driehuis, E., et al., Oral Mucosal Organoids as a Potential Platform for 

Personalized Cancer Therapy. Cancer Discov, 2019. 9(7): p. 852-871. 

 
 



45 
 

8. Publikation - Different in vivo and in vitro 
transformation of intestinal stem cells in mismatch 
repair deficiency 

Keysselt, K.*, Kreutzmann, T.*, Rother, K.*, Kerner, C., Krohn, K., Przybilla, J., Buske, 
P., Löffler-Wirth, H., Löffler, M., Galle, J.*, Aust, G.* Different in vivo and in vitro 
transformation of intestinal stem cells in mismatch repair deficiency. Oncogene, 2017. 
36(19): p. 2750-2761. 
(*geteilte Autorenschaft) 

 



46 
 

 

  



47 
 

 

  



48 
 

 

  



49 
 

 
 
 
 



50 
 

 
 
 
 



51 
 

  



52 
 

 
  



53 
 

  



54 
 

  



55 
 

 
 
 
  



56 
 

  



57 
 

Tabellenverzeichnis 
Tabelle 1: Vergleich der relevanten MMR-Gene in HNPCC-Patienten[7, 8, 10] ...... 2 
 
Tabelle 2: aktuelle Knockout-Mausmodelle für Msh2 und Mlh1; Vergleich der 
Lokalisation von Tumoren und Ausbildung von MSI[17] ........................................... 4 
 
Tabelle 3: Übersicht der untersuchten Organoide sowie Art und Dauer deren 
Kultivierung mit dazugehöriger Anzahl und Alter der Ursprungsmäuse; 
*Tumoren nur aus 12 Monate alten  Msh2-/-Mäusen, ENR = EGF, Noggin, R-
Spondin[1] ....................................................................................................................... 8 
 
Tabelle 4: Übersicht der analysierten Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 im 
Hinblick auf Lokalisation, dazugehörige Primerpaare, PCR-Produktlänge und 
Farbmarkierung[12] ........................................................................................................ 9 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 

Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1: exemplarische Darstellung der Auswertung eines PCR-Produktes des 
Markers GA29 (Schwanzbiopsie Msh2+/+-Maus), der Hauptpeak liegt bei 156 bp und ist 
umgeben von scutter bands; rot = Längenstandard, blau = PCR-Produkte 
unterschiedlicher Länge (die Höhe entspricht dabei der Anzahl der Amplifikate) ........ 10 
 
Abbildung 2: exemplarische Darstellung eines Basenpaarverlustes von 2 bp im 
Vergleich zum Kontrollwert von 156 bp (oben) auf 154 bp (unten); rote Linie = initiale 
Länge ............................................................................................................................ 11 
 
Abbildung 3: mikroskopische Differenzierung des Wachstumsverhaltens der Organoide 
in verzweigt, zystisch-ähnlich und retardiert (von oben nach unten) in Abhängigkeit von 
der Zeit[1] ....................................................................................................................... 13 
 
Abbildung 4: mikroskopische Differenzierung der unterschiedlichen 
Querschnittsflächen der Organoide bei verzweigtem und zystischem 
Wachstumsmuster[1] ...................................................................................................... 14 
 
Abbildung 5: Darstellung des prozentualen Anteils (+ SEM) des MSI Scores in 
Organoiden der Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 ENR1, N5 ENR1, N8 ENR1 und 
N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Genotyp (n=5 Mäuse/Genotyp 1-5 Monate, n=4 
Mäuse/Genotyp 8 und 12 Monate,  n=10 Organoide/Maus)[1] ...................................... 16 
 
Abbildung 6: heatmap zur Darstellung der Längenänderung der PCR-Produkte der 
Marker A27, A33 und GA29 in Organoiden der Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 
ENR1, N5 ENR1,  N8 ENR1 und N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Genotyp  
(Msh2+/+ = schwarz, Msh2+/- = blau,  Msh2-/- = rot; n=3 Mäuse/Genotyp 1-5 Monate, 
n=4 Mäuse/Genotyp 8 und 12 Monate,  n=10 Organoide/Maus)[1] ............................... 17 
 
Abbildung 7: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-ähnlicher wachsender Organoide 
der Fraktion  N8 ENR1 aller Genotypen (n=4 Mäuse/Genotyp,  
n=13 Organoide/Maus) ................................................................................................. 18 
 
Abbildung 8: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-ähnlicher und zystisch wachsender 
Organoide der Fraktion N12 ENR1 aller Genotypen (n=4 Mäuse/Genotyp, n=12 
Organoide/Maus) .......................................................................................................... 19 
 
Abbildung 9: Dauer des zystisch-ähnlichen oder zystischen Wachstums und Summe 
der  Dbp Scores der drei Marker für einzelne Organoide, exemplarisch für  
Msh2-/--Organoide der Fraktionen N8 ENR1 (n=14 Organoide) und  
N12 ENR1 (n=8 Organoide) ......................................................................................... 19 
 
Abbildung 10: Wachstumskurven von Organoiden der Fraktion N8 ENR1   
(n=3 Mäuse/Genotyp, n=15 Organoide/Maus) aller Genotypen, jede Kurve 
repräsentiert die Organoide einer Maus; blau = angepasste exponentielle 
Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche  
von 30 h[1] ...................................................................................................................... 20 
 
Abbildung 11: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N12 ENR1, 
jede Kurve repräsentiert ein Organoid (Msh2+/+ n=28, Msh2+/- n=32, Msh2-/- n=20), 
schwarz = verzweigt,  rot = zystisch-ähnlich/zystisch, orange = retardiert,  
blau = angepasste exponentielle Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer 
Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 30 h,  rosa = angepasste exponentielle 



59 
 

Wachstumskurve T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche  
von 12 h[1] ...................................................................................................................... 21 
 
Abbildung 12: Mittelwert der Summe der Dbp Scores (+ SEM) der drei Marker aller  
Msh2-/--Organoide der Fraktion N12 ENR1 in Abhängigkeit vom Wachstumsmuster 
(verzweigt n=39 Organoide, zystisch-ähnlich n=5 Organoide, zystisch n=5 Organoide, 
retardiert n=6) ............................................................................................................... 21 
 
Abbildung 13: heatmap zur Darstellung der Längenänderung der PCR-Produkte der 
Marker A27, A33 und GA29 in Msh2-/--Organoiden der Fraktionen N12 ENR1, A8 E1, 
A12 E1 und T12 E1  (n=4 Mäuse/Fraktion, n=10 Organoide aus Normal- und 
Tumorgewebe/Maus, n=5 Organoide aus Adenomgewebe/Maus)[1] ............................ 23 
 
Abbildung 14: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden aus zwei Tumoren einer  
Msh2-/--Maus, jede Kurve repräsentiert ein Organoid (schwarz = Organoide aus Tumor 
1 mit nahezu identischem Wachstum, orange = Organoide aus Tumor 2 mit 
frühzeitigem Wachstumsabbruch, blau = gemittelte Wachstumskurve von normalen 
Organoiden aus  12 Monate alten Mäusen (N12 ENR1) mit einer Verdopplungszeit der 
Querschnittsfläche von  30 h, pink = gemittelte Wachstumskurve von Tumororganoiden 
(T12E1) mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 12 h[1] ....................... 23 
 
Abbildung 15: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender  
Msh2-/--Organoide der Fraktionen N12 ENR1, A12 E1 und T12 E1  
(n=4 Mäuse/Fraktion,  n=10 Organoide aus Normal- und Tumorgewebe/Maus,  
n=5 Organoide aus Adenomgewebe/Maus) ................................................................. 24 
 
Abbildung 16: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender 
Organoide der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen  
(n=4 Mäuse/Genotyp,  n=10 Organoide/Maus)[1] .......................................................... 25 
 
Abbildung 17: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N8 ENR18 
einer Maus, jede Kurve repräsentiert ein Organoid (Msh2+/+ n=18, Msh2+/- n=22,  
Msh2-/- n=20),  schwarz = verzweigt, rot = zystisch-ähnlich/zystisch, blau = angepasste 
exponentielle Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der 
Querschnittsfläche von 30 h,  rosa = angepasste exponentielle Wachstumskurve  
T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfläche von 12 h[1] ........................ 26 
 
Abbildung 18: Mittelwert der Dbp Scores (+ SD) der drei Marker und deren Summe von 
Organoiden der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen  
(n=4 Mäuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus; T-Test: * p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001)[1] ................................................................................................................. 26 
 
Abbildung 19: Vergrößerung der Querschnittsfläche (links) und Dauer des  
zystisch-ähnlichen oder zystischen Wachstums (rechts) der Organoide der Fraktionen 
N8 ENR1, N12 ENR1 und  N8 ENR18 in Abhängigkeit vom Dbp Score, exemplarisch 
für den Marker GA29  (n=1 Maus/Fraktion und Genotyp, alle untersuchten Organoide 
einer Maus sind dargestellt)[1] ....................................................................................... 27 
 
Abbildung 20: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-ähnlich oder zystisch wachsender 
Organoide der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen  
(n=3 Mäuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus)[1] ...................................... 28 
 
Abbildung 21: Mittelwert der Dbp Scores (+ SD) der drei Marker und deren Summe von 
Organoiden der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen   
(n=3 Mäuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus)[1] ...................................... 28 



60 
 

Selbstständigkeitserklärung 

Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig und ohne unzulässige 

Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich 

versichere, das Dritte weder mittelbar noch unmittelbar eine Vergütung oder geldwerte 

Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der 

vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch 

im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck 

einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Jegliches von 

anderen Quellen und von anderen Personen übernommene Material, auf das direkt 

Bezug genommen wird oder das in der Arbeit verwendet wurde, wurde als solches 

kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der 

Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen gesetzlichen Vorgaben 

in Bezug auf die Zulassung der klinischen Studien, die Bestimmungen des 

Tierschutzgesetzes, die Bestimmungen des Gentechnikgesetzes und die allgemeinen 

Datenschutzbestimmungen wurden eingehalten. Ich versichere, dass ich die 

Regelungen der Satzung der Universität Leipzig zur Sicherung guter wissenschaftlicher 

Praxis kenne und eingehalten habe. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
______________________     ______________________ 
 
Ort, Datum       Tobias Kreutzmann 
 


