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1. EinfUhrung

1.1. Haufigkeit und Einteilung von kolorektalen Karzinomen

Etwa jede achte Krebserkrankung in Deutschland ist kolorektal lokalisiert. Dabei
erkrankten 2016 circa 26.000 Frauen und 32.300 Manner an kolorektalen Karzinomen
(CRC). Das mittlere Erkrankungsalter lag hier bei 76 Jahren bei Frauen und 72 Jahren
bei Mannern?. Die groRte Gruppe bilden dabei sporadische CRC (70-80 %), welche zu
84 % aufgrund chromosomaler Instabilitdit auf dem Boden einer Inaktivierung des
Adenomatdsen 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)?.,

20-30 % aller CRC sind erblich bedingt, wobei das hereditare nicht-Poliposis-assoziierte
kolorektale Karzinom (HNPCC) 3 % aller CRC darstellt. Das HNPCC basiert dabei
ausschlieBlich auf MMR-Defizienz (MMR-D)!.

1.1.1. Genetik des HNPCC

Die genetische Grundlage fir die Entstehung eines HNPCC, auch
Lynch-Syndrom, ist die mutationsbedingte und autosomal-vererbte MMR-D, welche
meist durch eine Fehlaktivitat der Gene MSH2 oder MLH1 sowie seltener
MutS homolog 6 (MSH6) und Postmeiotic secretion increased homolog 2 (PMS2)
ausgelost werden (Tab. 1)°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 Restaktivitdt ein kompletter Funktionsverlust des jeweiligen MMR-Gens in
betroffenen Zellen resultiert®!,

Die eigentliche Wirkungsweise der Produkte der genannten Gene besteht darin, durch
Heterodimerbildung mit komplementaren Genprodukten anderer MMR-Gene einfache
Basenfehlpaarungen und Schleifenbildung durch Insertionen oder Deletionen wahrend
des Replikationsprozesses innerhalb von repetitiven Sequenzen zu erkennen und zu

reparieren®.



Gen MSH2 MLH1 MSH6 PMS2

Bezeichnung MutS homolog 2 | MutL homolog 1 | MutS homolog 6 | Postmeiotic secretion
increased homolog 2

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

(Chromosom)

Haufigkeit ~40 ~50 ~10 ~2

Mutation in

HNPCC-

Patienten (%)

Heterodimer MutSa (+MSH6) | MutLa (+PMS2) | MutSa (+MSH2) | MutLa (+MLHT)

MutSp (+MSH3)
Lebenszeit- 48,5 52,4 19,8 10,4
risiko CRC (%)

Tabelle 1: Vergleich der relevanten MMR-Gene in HNPCC-Patienten!”- 8. 1%

Bei MMR-D kommt es zum Ausbleiben dieses Reparaturmechanismus und einer
100-1000fach gesteigerten Akkumulation von Mutationen, welche in nahezu allen
HNPCC-assoziierten Neoplasien fur deren Entstehung verantwortlich sind. Bevorzugt
betroffen sind nicht-codierende Sequenzen, welche Uber das gesamte Genom verteilt
sind und aus einer Abfolge von jeweils 1-6 Nukleotiden bestehen. Diese werden
Mikrosatelliten genannt und liegen im Menschen haufig als Vielfaches des Dinukleotids
CA, vort" "2 |nnerhalb der Mikrosatelliten diese Mutationen als Langenanderung in
Form von Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
detektiert werden!® 8 31,

Im Menschen haufige Mutationen in bekannten CAs-Mikrosatelliten unter
MSH2-Defizienz sind in Mausen 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!"?.

1.1.2. Diagnosestellung und Klinik des HNPCC

Die Diagnosestellung des HNPCC erfolgt im Allgemeinen klinisch. Daflr stehen
unterschiedliche Kriterien zur Verfigung. Die Amsterdam-Kriterien I/l stitzen sich dabei
auf die familiare Haufung von HNPCC-assoziierten Neoplasien. Treffen sie zu, ist das
Vorliegen eines HNPCC wahrscheinlich”.. Die Bethesda-Guidelines hingegen zeigen
Kriterien auf, mit denen Individuen identifiziert werden sollen, bei denen eine Testung
auf MSl indiziert ist".

Das klinische Bild des HNPCC ist gekennzeichnet durch ein erhdhtes Lebenszeitrisiko

fur das Auftreten von CRC von bis zu 52,4 % in Abhangigkeit vom betroffenen
2



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 CRCI.

1.1.3. Acetylsalicylsdure als mogliches Préventivum bei HNPCC

In der ersten und zweiten Studie des Colorectal Adenoma/Carcinoma Prevention
Programme (CaPP) wurde ein praventiver Effekt der Substitution von Acetylsalicylsaure
(ASS) hinsichtlich der Entstehung von CRC bei familiarer adenomatdser Poliposis
(FAP), einer autosomal-dominant vererbten Erkrankung mit vermehrtem kolorektalem
Auftreten von Polypen, und HNPPC-Patienten nachgewiesen. Die potentielle praventive
Auswirkung von ASS auf die Entstehung von Polypen in FAP-Patienten sollte im CaPP2
in HNPCC-Patienten im Hinblick auf die Tumorentstehung Uberprift werden. Es wurde
beobachtet, dass Patienten mit CRC seltener ASS einnahmen als Patienten, die nicht
von CRC betroffen waren. Die tagliche Einnahme von 600 mg ASS bewirkte eine
signifikante Reduktion fir das Auftreten von CRC sowie HNPCC-assoziierten Tumoren
um circa 63 % nach einem Beobachtungszeitraum von insgesamt 5 Jahren. Im 2011
gestarteten CaPP3 wird geklart, ob die Wirkung von ASS dosisabhangig ist und somit
ein geringfligig erhéhtes Blutungsrisiko bei niedriger Dosierung von ASS zum gleichen
praventivem Effekt flhrt.

Der Mechanismus der praventiven Behandlung mit ASS konnte bis jetzt nur hypothetisch
erklart werden. ASS koénnte zum einen tumorbedingte Entziindungsprozesse und
dadurch auch die Tumorentstehung unterdricken oder zum anderen die
T-Zell-vermittelte Immunantwort auf Frameshift-Peptide modellieren, welche durch
insertions- oder deletionsbedingte Leserasterverschiebungen bei der Proteinsynthese

ausgeldst wird. Auch dieser Frage wird aktuell in CaPP3 nachgegangen!'®..

1.2. Mausmodelle zur Darstellung der in vivo-Situation

Die Untersuchung der Tumorentstehung bei HNPCC-Patienten auf zellularer 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 Entitaten

von CRC eher geringe Zahl von Patienten mit HNPCC erschwert zusatzlich die
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Erhebung einer signifikanten Anzahl von Daten, um Vergleiche innerhalb der
Patientengruppe zu erméglichen® 71, Zur Lésung dieser Probleme wurden Tiermodelle
entwickelt, die die genetische Situation bei HNPCC abbilden und diese mit einer hohen
Zahl von moglichst friihzeitig auftretenden CRC kombinieren.

Initial beschriebene Mausmodelle zur Untersuchung von intestinalen Tumoren, wie das
Apc-Knockout-Modell, waren durch eine isolierte Tumorbildung im Dinndarm als Modell
fur das humane CRC nicht geeignet. Ebenso konnten MIh1- sowie
Msh2-Knockout-Modelle mit Inaktivierung des jeweiligen Gens in allen somatischen
Zellen durch eine frihe Entwicklung von Lymphomen ohne Ausbildung von CRC nicht
genutzt werden!'®: 171,

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 Msh2F*-Mause mit transgenen Villin-Cre(VC)-Mausen (B6;D2-Tg(Vil-Cre))
gekreuzt, um VC"’Msh2->"*-Mause zu generieren. Die heterozygoten Mause der
F1-Generation werden erneut gekreuzt, was zur homozygoten Zielmaus
VC*?Msh2-PoxP (Msh2™) fiihrt"®. Diese stellt durch die darmspezifische epitheliale
Inaktivierung von Msh2 ein geeignetes HNPCC Modell dar (Tab. 2)'?.

Gen Transgen Zielgewebe Phanotyp Ausbildung
MSI
Msh2oF | Villin-Cre Villin exprimierende intestinale Tumoren | +++
intestinale Epithelzellen
Msh2toxF | Ella-Cre alle T-Zell-Lymphome, -
Dunndarmtumore
Msh2toxP | [ gr5- Lgr5 exprimierende Diinndarmtumore -
CreERT2 Stammzellen
Msh2oxF | Adenoviral- Instestinum Dickdarmtumore bei | -
Cre inaktivem Apc
Mih1toxF | Ella-Cre alle T-Zell-Lymphome, +++
intestinale Tumore
Mih1toxP | [ ck-Cre Lck exprimierende T-Zell-Lymphome ++
Thymozyten

Tabelle 2: aktuelle Knockout-Mausmodelle fiir Msh2 und Mih1; Vergleich der Lokalisation von
Tumoren und Ausbildung von MSII'7]



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?® 21,

Die Organoide stellen dabei eine Miniaturausgabe der Ursprungsdarme ex vivo dar. Sie
imitieren die intestinale Struktur im Hinblick auf Krypten, Villi und epitheliale Zelltypen
sowie deren organspezifische Funktion?”,

Entscheidend fir die nahezu unbegrenzte Kultur dieser Darmorganoide war die
Identifizierung der Signalwege, die die Population der aus Krypten isolierten ISC zum
einen mit der Fahigkeit zur Replikation erhalten und zum anderen zu deren Proliferation
und zur Differenzierung der Epithelzellen fihren!??,

Eine Steigerung der Proliferation und Stammzellfahigkeit erfolgt dabei Giber 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 zusétzlicher Aktivator des Wnt-Signalweges?'?*l. Noggin hingegen
fuhrt durch Inhibierung des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) und des
Smad-Signalweges zur Erhéhung der Anzahl von ISC mit zusatzlich erhéhter
Wnt-Aktivitati?®!,

Die ISC werden aus den Darmkrypten EDTA-vermittelt isoliert und anschlieRend in
Matrigel unter Substitution der genannten Faktoren eingebettet. Im Matrigel bilden die
isolierten Krypten einzelne Organoide mit bis zu je 40 Kryptendomaneni?" 22, Eine
Passagierung der Organoide nach Separation in einzelne Zellen nach 14 Tagen kann
unbegrenzt wiederholt werden?",

Durch die Abbildung der intestinalen Struktur, eine Anwachsrate von nahezu 100 %
kombiniert mit den etablierten Kultivierungsbedingungen ermdglichen Organoide
physiologische sowie genetische Analysen des intestinalen Epithels auf zellularer
Ebene. Im Vergleich zur einzelzellbasierten Monolayer-Kultur mit begrenzter
Kultivierungszeit sind diese Untersuchungen in Organoiden, als sich selbst erneuerndes
3D-Modell, unbegrenzt mdglich?® 2! 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 Anderung der genannten

Kultivierungsfaktoren weitere Betrachtungspunkte dar.



2. Aufgabenstellung

Die vorliegende Dissertationsschrift basiert auf der Publikation

Keysselt, K.*, Kreutzmann, T.*, Rother, K.*, Kerner, C., Krohn, K., Przybilla, J., Buske,
P., Loffler-Wirth, H., Loffler, 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"’Msh2->"F(Msh2”)-Mausmodell die Haufigkeit von
Mutationen in Mikrosatelliten in 1ISC-Organoiden, die aus makroskopisch normalem
Darm oder aus Tumoren generiert wurden, in Abhangigkeit 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 zusatzlich zum in vitro Wachstumsmuster der
Organoide, das Uber 3D Lifeimaging verfolgt und anschlieRend quantifiziert wurde,
korreliert. Durch dieses Studiendesign konnten im Vergleich zu heterozygoten Msh2*-
und Msh2**-Kontrollmausen 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 Anderung des
Wachstumsmusters eines Organoids einher?

- Kdénnen im makroskopisch normalen Darm Tumorvorlauferzellen 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?



3. Materialien und Methodik

3.1. Generierung der Zielmause

Die Mausstamme 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 Mause wurde das Msh2-Allel unter den Einfluss des VC-Transgens gestellt,
welche zu den Ziellinien mit den Genotypen VC*’Msh2-PtoxP  (Msh2™),
VC"?Msh2-F"* (Msh2*") und VC’ Msh2->FPo (Msh2**) fiihrte. Es erfolgte eine
Zusammenstellung von jeweils flnf Tripletts aus 1, 2, 3, 5, 8 und 12 Monate alten
Mausen. 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. Keyf3elt 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?®. Die so isolierten
Organoide wurden als Fraktion N (Normalgewebe) bezeichnet.

AnschlieRend wurde das nach EDTA Behandlung verbleibende Restgewebe mittels
Kollagenase Typ IX (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und Dispase Typ I
(Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland) weiter verdaut, um potentielle
Adenomzellen zu isolieren®!. Diese Organoide wurden als Fraktion A (Adenom)
bezeichnet.

CRC traten nur in Msh2”-M3usen ab einem Alter von 12 Monaten auf. Die Anzahl und
Lokalisation der Tumore wurden im gesamten Darm erfasst. Die zwei grof3ten Tumoren
wurden reseziert, mechanisch zerkleinert und verdaut®. 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 ul Matrigel (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
eingesét. Die Fraktion N wurde mit EGF, Nog-Fc -und Rspo1-Fc-Medium versetzt???. Die
Kultivierung der Fraktionen A und T erfolgte lediglich mit EGF. Dadurch sollte ein von
Noggin und R-Spondin unabhangiges 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 Anderungen des

Wachstumsmusters in in vitro-Langzeitkultivierung zu analysieren, wurden Organoide

7



der Fraktion N 8 Monate alter Mause anschliefiend fir weitere 18 Wochen mit und ohne

Zugabe von 1 yM ASS kultiviert und deren Mikrosatellitenstatus und Wachstumsmuster

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

Bezeichnung Anzahl der Ursprungs- Alter Kultivierungs- | Substitution Dauer
der Fraktion Mause gewebe (Monate) | bedingungen von ASS Kultivierung
Organoide (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 4/Genotyp N 8 ENR X 18
+ ASS
A8 E1 5 A 8 EGF 1
N12 ENR1 5/Genotyp N 12 ENR 1
N12 ENR1 4/Genotyp N 12 ENR X 1
+ ASS
A12 E1 5 A 12 EGF 1
T12 E1* 5 T 12 EGF 1
2 Tumore/Maus

Tabelle 3: Ubersicht der untersuchten Organoide sowie Art und Dauer deren Kultivierung mit
dazugehoériger Anzahl und Alter der Ursprungsméuse; *Tumoren nur aus 12 Monate alten
Msh2"Méusen, ENR = EGF, Noggin, R-Spondin!"!

3.3. Analyse der Mikrosatelliteninstabilitat

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 ul Quick Extract Extraktionslésung
(Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland) durch Erwarmen der Probe auf 65°C
fur sechs Minuten und anschlieRend auf 98°C fur 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
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Kabbarah et al. als deutlich sensitiver fur MSI in murinem Gewebe als das flr die
Analyse von humanem Gewebe etablierte Standardpanel beschrieben!'?.

Zur Reduzierung der bendtigten Zeit und verwendeten Materialien wurden die drei
einzelnen Singleplex-PCR unter simultaner Verwendung der drei Primer fiir die Analyse
der Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 zu einer Multiplex-PCR kombiniert. Somit war es
moglich, wahrend 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 spateren Differenzierung der einzelnen
PCR-Produkte mittels der Farbstoffe ATTO550, Hexachlorofluorescin oder Fluorescin
markiert (BioTeZ, Berlin, Deutschland).

Name | Chromosom | Primer (5-3") Produkt- Farbstoff
(Maus) lange (bp) | forward-Primer
A27 17 for: TCC CTG TAT AAC CCT GGC TGACT | 143 ATTO550
rev: GCA ACC AGT TGT CCT GGC GTG GA
A33 17 for: TAC AGAGGA TTG TCC TCT TGG AG | 141 Hexachloro-
rev: GCT GCT TCA CTT GGA CAT TGG CT fluorescin
GA29 |5 for: CAG GAG GTC AAG GTC ATC CTAAG | 156 Fluorescin
rev: CCA CCA TGG TAG GAG CTT GCT A

Tabelle 4: Ubersicht der analysierten Mikrosatelliten A27, A33 und GA29 im Hinblick auf
Lokalisation, dazugehdérige Primerpaare, PCR-Produktidnge und Farbmarkierung!'?

Hierzu wurden 2,3 ul der gDNA-L6sung eines einzelnen Organoids, 0,2 ul DreamTaq
Green DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland), 1,5 ul
DreamTaq Green PCR Puffer (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland), 2,5 pl
Desoxyribonukleosidtriphosphat-Lésung (Thermo Fisher Scientific, Berlin, Deutschland)
und jeweils 1 ul der Primer in einer 12,5 pul Multiplex-PCR mit einer
Anlagerungstemperatur von 59°C und einer Elongationstemperatur von 96 °C Uber 28
Zyklen vervielfaltigt. 1 ul des PCR-Produktes wurde zusammen mit 0,25 pul Gene Scan
ROX Langenstandard (Life Technologies of Thermo Fisher Scientific, Berlin)
aufgetragen. Die Lange der PCR-Produkte jedes Markers von jedem Organoid wurde
mittels der GeneMapper Software (Life Technologies of Thermo Fisher Scientific, Berlin,

Deutschland) bestimmt.



Zunachst wurden die Standardlangen in Basenpaaren (bp) der drei Marker in
Schwanzbiopsien aus Msh2*"*-M&usen (143 bp (A27), 141 bp (A33) und 156 bp (GA29))
als Kontrollwerte ermittelt, die die Referenzwerte fur die Langenbestimmung aller
untersuchten Organoide aller Fraktionen darstellten. Bei der Auswertung der PCR-
Produkte kam es zum Auftreten von weiteren peaks durch Amplifikate unterschiedlicher
Lange (sog. stutter bands) im Vergleich zum héchsten eigentlich relevanten peak. Diese
entstehen durch ein wahrend einer PCR haufig fehlerhaftes Ansetzen der Polymerase
an dem zu replizierenden template (sog. DNA slippage). Diese wurden in der Analyse
vernachlassigt und die Lange im Bereich des hoéchsten peaks als Referenzwert
angenommen (Abb. 1).

. Jl“ IL

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 = Ladngenstandard, blau = PCR-Produkte unterschiedlicher Lénge (die Héhe
entspricht dabei der Anzahl der Amplifikate)
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140 bp 150 bp 160 bp

I .U

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

Die Bestimmung des MSI Scores erfolgte aus der absoluten Langenanderung in den drei
untersuchten Markern. Einer Deletion oder Insertion von bp in einem Marker wurde der
Wert 1 zugeordnet. Bei fehlender Langenanderung erfolgte die Zuordnung des Wertes
0. Auch hier wurde isoliert die Produktlange im Bereich des héchsten peaks betrachtet
(Abb. 2).

Die einzelnen Werte fir die drei Marker wurden addiert, sodass ein MSI Score von
0 — 3 fir jedes einzelne Organoid gebildet wurde. Anschliefend 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
Langenanderung aufweisen. Die Auspragung der Langenanderungen war anhand des
MSI Scores nicht darzustellen, sodass zusatzlich ein Abp Score erstellt wurde. Hierzu
wurde von der ermittelten Lange des jeweiligen PCR-Produktes eines einzelnen Markers

in jedem einzelnen Organoid der ermittelte Kontrollwert subtrahiert.

Beispielrechnung:

Produktlange Organoid fir A27 - Kontrollwert fur A27 = Abp
139 bp - 143 bp =-4 bp
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Der erstellte Abp Score diente dadurch zur Quantifizierung der Langenanderung in
Mikrosatelliten. Auch hier erfolgte die Bildung des Durchschnitts des Abp Scores aus
aller Werte der untersuchten Organoide einer Fraktion mit Bestimmung des SEM.

Es wurden zusatzlich heatmaps zur grafischen Darstellung der durchschnittlichen
Langenanderungen innerhalb einer Organoidfraktion in Abhangigkeit vom Alter der
Mause erstellt. Dazu wurde fur alle Organoide einer Fraktion der Durchschnitt der
ermittelten peak-Hdhen im Bereich jeder einzelnen Basenpaarlange gebildet. Dieser
Durchschnitt wurde anschlieRend normiert (hochster Wert = 100). Die prozentuale
Verteilung aller ermittelten Ladngen der PCR-Produkte wurde dann durch Abstufung der

Farbintensitat verdeutlicht (je hdher der prozentuale Anteil, desto dunkler die Farbe).

Beispiel heatmap:

Basenpaarlange | Anteil (%)
132 bp
133 bp
134 bp
135 bp
136 bp

Die statistische Auswertung des Abp 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
uber insgesamt 144 Stunden aufgezeichnet. Die Aufnahme erfolgte dabei aller acht
Stunden. Daflr wurden ein CKX41 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) zur
Aufnahme der einzelnen Bilder und ein Inkubationssystem (ibidi, Martinsried,
Deutschland), das Bedingungen wie Gaszufuhr und Feuchtigkeit Uber den Zeitraum der
Aufzeichnung konstant hielt, verwendet.

Es ist nicht mdglich 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
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Aufnahme bleiben hierbei konstant, wahrend sich die Objektiveinstellung zur
detailgetreuen Abbildung der Z-Ebenen des Objekts andert. Die einzelnen Bilder werden
anschlieRend durch Uberlagerung in ein scharfes 2D-Bild transformiert.

Die Flache (A) einzelner Organoide zu jedem Zeitpunkt der Aufnahme wurde in Relation
zur Flache zu Beginn der Aufnahmen gestellt (Ao). Hieraus konnten fir jedes
aufgenommene Organoid mittels Origin7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, USA)
eine Wachstumskurve ermittelt werden.

AnschlieRend erfolgte anhand der Aufnahmen die Einteilung des Wachstums der
einzelnen Organoide fir jeden einzelnen Zeitpunkt. Hierbei wurde in verzweigtes,
zystisch-ahnliches, retardiertes (Abb. 3) oder zystisches (Abb. 4) Wachstumsmuster
unterschieden.

Das ermittelte Wachstumsmuster wurde danach mit der dazugehérigen Summe der
Abp Scores der Marker A27, A33 und GA29 des entsprechenden Organoids korreliert.

112h 144h

Abbildung 3: mikroskopische Differenzierung des Wachstumsverhaltens der Organoide in
verzweigt, zystisch-dhnlich und retardiert (von oben nach unten) in Abhéngigkeit von der Zeit!"

Fﬁ




Abbildung 4: mikroskopische Differenzierung der unterschiedlichen Querschnittsfidchen der
Organoide bei verzweigtem und zystischem Wachstumsmuster!”

14



4. Ergebnisse

41. Korrelation der MSI von Organoiden aus Normalgewebe mit dem Alter und dem
Genotyp der Mause

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”-Mause (N1 ENR1, N2 ENRA1,
N3 ENR1, N5 ENR1, N8 ENR1, N12 ENR1) bestimmt.

Die MSI Scores der Organoide aus makroskopisch normalem Gewebe erhéhen sich in
Abhangigkeit vom Genotyp sowie mit steigendem Mausalter.

In den Organoiden 1 Monate alter Mause (N1 ENR1) aller drei Genotypen sind circa
83,3 % der untersuchten Marker unverandert (MSI Score = 0). Die veranderten Marker
weisen gleichverteilt Deletionen auf. Der mittlere MSI Score in Organoiden aller
Genotypen betragt zu diesem Zeitpunkt circa 0,2.

Mit steigendem Alter der M&ause nimmt der MSI Score in Msh2"- und
Msh2”-Organoiden zu. Jedes Msh2”-Organoid 2 Monate alter Mause (N2 ENR1) ist
bereits in mindestens einem der drei untersuchten Marker instabil (MSI Score > 0). Etwa
die Halfte 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 andert sich der MSI Score in
Msh2"*-Organoiden mit steigendem Mausalter nur wenig. Der mittlere MSI Score von
Msh2**-Organoiden 3 Monate alter Mduse (N3 ENR1) betragt circa 0,4 und erhoht sich
ab diesem Zeitpunkt nicht mehr (Abb. 5).

In der Analyse wird deutlich, dass sich der MSI Score mit steigendem Mausalter erhéht,
jedoch die weiteren quantitativen Langenanderungen 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 Abhéngigkeit
vom Genotyp (n=5 Maé&use/Genotyp 1-5 Monate, n=4 Méause/Genotyp 8 und 12 Monate,
n=10 Organoide/Maus)"

Da in den PCR-Produkten aller Marker vorwiegend Deletionen auftreten, wurde der
Abp Score bestimmt und grafisch in heatmaps umgesetzt. Dadurch konnte der auch im

hohen Mausalter kontinuierliche Verlust von bp dargestellt werden.

Der Abp Score nimmt vor allem in Msh2”-Organoiden in Abhangigkeit vom Mausalter in
allen Markern kontinuierlich zu. Das zeigt sich besonders deutlich im Dinukleotidmarker
GAZ29, in welchem sich die Produktlange von 156 bp (N1 ENR1) auf 152 bp (N12 ENR1)
verkurzt.

In Msh2*-Organoiden andern sich die Abp Scores der drei Marker, entsprechend der
niedrigeren MSI Scores, weniger. Die Produktlange des Markers A33 verkurzt sich dabei
mit einem Abp Score von 1 in nahezu allen Organoiden Uber die Lebenszeit der Mause
und ist somit am deutlichsten in der heatmap darstellbar. Der Abp 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 Abp Score auf. Dabei verkurzt sich
die Produktlange hauptsachlich 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 Produktlangen der Marker A27 und GA29 bleiben Uber die Lebenszeit der Mause in
den meisten Msh2"*-Organoiden weitestgehend unveréandert (Abb. 6).

In der Darstellung des Abp Scores als heatmap ist somit zu sehen, dass MSI einen sich
schnell entwickelnden und Uber 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 | +/+ /- /- |+ - o[- | A A~ - | A A - | A A -]

A27
136

138
140
142
144
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A33
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138
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148
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Abbildung 6: heatmap zur Darstellung der Ldngenénderung der PCR-Produkte der Marker A27,
A33 und GA29 in Organoiden der Fraktionen N1 ENR1, N2 ENR1, N3 ENR1, N5 ENRI1,
N8 ENR1 und N12 ENR1 in Abhéngigkeit vom Genotyp (Msh2** = schwarz, Msh2*- = blau,
Msh2” = rot; n=3 Mé&use/Genotyp 1-5 Monate, n=4 Mé&use/Genotyp 8 und 12 Monate,
n=10 Organoide/Maus)"
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4.2. Korrelation des Wachstumsmusters der Organoide aus Normalgewebe mit dem
Abp Score

Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MSI und dem Wachstumsmuster der
Organoide aus Normalgewebe wurde das Wachstumsmuster aller 8 h Uber 144 h
subjektiv als verzweigt, zystisch-ahnlich und zystisch in 3D-Videos beurteilt und mit dem
entsprechenden Abp Score korreliert. Das erfolgte fiir Organoide 8 und 12 Monate alter
Mause (N8 ENR1, N12 ENRH1) aller drei Genotypen.

Jedes Msh2"*-Organoid 8 Monate alter Mause (N8 ENR1) wéchst Uiber 144 h verzweigt.
Dagegen wachsen Msh2”-Organoide 8 Monate alter Mduse (N8 ENR1) teilweise bereits
zu Beginn der Untersuchungszeit zystisch-ahnlich. Ab 72 h steigt der Anteil an
zystisch-ahnlich wachsenden Organoiden deutlich an. Ein tumorahnliches, also
zystisches Wachstumsmuster ist bei keinem der Msh2”-Organoide (N8 ENR1) zu
beobachten. Wenige Msh2*-Organoide (N8 ENR1) wachsen fir kurze Zeit
zystisch-ahnlich, kollabieren jedoch im weiteren Verlauf und zeigen danach erneut ein

verzweigtes Wachstumsmuster (Abb. 7).
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Abbildung 7: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-dhnlicher wachsender Organoide der Fraktion
N8 ENR1 aller Genotypen (n=4 Mé&use/Genotyp, n=13 Organoide/Maus)

Einzelne Msh2”-Organoide 12 Monate alter Mause (N12 ENR1) weisen deutlich friiher,
bereits nach 8 h, ein zystisch-ahnliches oder vereinzelt zystisches Wachstumsmuster
auf. Dieses Wachstumsmuster behalten sie durchschnittlich tber 104 h bei. Danach
kollabieren diese Organoide und kehren zu einem verzweigten Wachstumsmuster
zuriick. Circa 9 % der Msh2”-Organoide (N12 ENR1) wachsen wéahrend der 144 h
zystisch-ahnlich oder zystisch.

Auch die Msh2"*-Organoide 12 Monate alter M3use (N12 ENR1) wachsen haufiger
heterogen. Etwa 5 % dieser Organoide weisen ab 64 h ein zystisch-dhnliches

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

Es zeigt sich somit, dass Organoide 12 Monate alter Mause (N12 ENR1) aller drei
Genotypen friher mit einem zystisch-ahnlichen oder zystischen Muster wachsen und
dieses langer aufrechterhalten als Organoide des entsprechenden Genotyps 8 Monate
alter Mause (N8 ENR1). Die Dauer des zystisch-ahnlichen oder zystischen Wachstums
ist dabei in Msh2"- und Msh2”-Organoiden beider Altersgruppen (N8 ENR1,
N12 ENR1) nicht abhangig von der Hohe des Abp Scores (Abb. 9).
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Abbildung 9: Dauer des zystisch-dhnlichen oder zystischen Wachstums und Summe der
Abp Scores der drei Marker fiir einzelne Organoide, exemplarisch fiir Msh2”-Organoide der
Fraktionen N8 ENR1 (n=14 Organoide) und N12 ENR1 (n=8 Organoide)

Zystisch-ahnlich wachsende Msh2"*-Organoide 12 Monate alter Mause (N12 ENR1)

weisen hingegen immer einen unveranderten MSI Score auf.

Das bedeutet, dass das Wachstumsmuster der Organoide und dessen Dauer nicht mit
dem Abp Score korreliert. Eine Anderung des Wachstumsmusters der Organoide
(N8 ENR1, N12 ENR1) ist allein durch MSI und nicht deren Auspragung bedingt. Die
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Wahrscheinlichkeit, dass Organoide zystisch-ahnlich oder zystisch wachsen, steigt mit

zunehmendem Mausalter.

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

Zum Nachweis eines Zusammenhangs zwischen MSI und der
Wachstumsgeschwindigkeit der Organoide aus Normalgewebe wurde fir jedes
Organoid eine Wachstumskurve erstellt. Die Wachstumsgeschwindigkeit jedes
Organoids wurde mit seinem Abp Score korreliert. Das erfolgte fur Organoide 8 und 12
Monate alter Mause (N8 ENR1, N12 ENR1) aller drei Genotypen.

Die Wachstumsgeschwindigkeit der Organoide aus Normalgewebe 8 Monate alter
Mause (N8 ENR1) der drei verschiedenen Genotypen ist gleich. Die mittlere

Verdopplungszeit der Querschnittsflaiche der Organoide betragt etwa 30 h (Abb. 10).
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Abbildung  10:  Wachstumskurven von  Organoiden der Fraktion N8 ENR1
(n=3 Mé&use/Genotyp, n=15 Organoide/Maus) aller Genotypen, jede Kurve représentiert die
Organoide einer Maus; blau = angepasste exponentielle Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer
Verdopplungszeit der Querschnittsflache von 30 hl'!

Msh2**- und Msh2*"-Organoide aus Normalgewebe 12 Monate alter M3use (N12 ENR1)
weisen annahernd 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 Querschnittsflache (Abb. 11).
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Abbildung 11: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N12 ENR1, jede Kurve
repréasentiert ein Organoid (Msh2"* n=28, Msh2"- n=32, Msh2” n=20), schwarz = verzweigt,
rot = zystisch-dhnlich/zystisch, orange = retardiert, blau = angepasste exponentielle
Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsflache von 30 h,
rosa = angepasste exponentielle Wachstumskurve T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der
Querschnittsflédche von 12 hi

Das Wachstumsmuster entwickelt sich dann Uber ein zystisch-ahnliches zurlck zum
verzweigten. Die schneller wachsenden Organoide 12 Monate alter Mause (N12 ENR1)
weisen immer einen maximalen MSI Score auf. Die Summe der Abp Scores ist im
Vergleich zu verzweigt und zystisch-ahnlich wachsenden Msh2”-Organoiden in diesem
Mausalter (N12 ENR1) jedoch nicht erhéht (Abb. 12).

Circa 80% aller Msh2”-Organoide 12 Monate alter Mause (N12 ENR1) wachsen mit der
gleichen Wachstumsgeschwindigkeit wie Msh2"*- und Msh2*"-Organoide in diesem
Mausalter (Abb. 11).
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Abbildung 12: Mittelwert der Summe der Abp Scores (+ SEM) der drei Marker aller
Msh2”-Organoide der Fraktion N12 ENR1 in Abhéngigkeit vom Wachstumsmuster (verzweigt
n=39 Organoide, zystisch-dhnlich n=5 Organoide, zystisch n=5 Organoide)

Es bestent somit keine Korrelation zwischen dem Abp Score und der
Wachstumsgeschwindigkeit von Organoiden aus Normalgewebe 8 und 12 Monate alter
Mause (N8 ENR1 und N12 ENR1) der drei Genotypen.
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4.4, Nachweis von Tumorvorlduferzellen in makroskopischem Normalgewebe

Makroskopisch manifeste Tumoren waren nur in mindestens 12 Monate alten
Msh2”-Mausen nachweisbar. Organoide aus diesen Tumoren wurden ohne Noggin und
R-Spondin kultiviert.

Zur Isolation von Organoiden aus Tumorvorlauferzellen (Adenome), wurde
makroskopisch normales Gewebe 8 und 12 Monate alter Mause nach der
mechanischen/EDTA-basierten Isolation von normalen Organoiden enzymatisch
verdaut und diese Organoide ebenfalls ohne Noggin und R-Spondin kultiviert.
Anschlieend wurden die Abp Scores sowie das Wachstumsmuster dieser Organoide 8
und 12 Monate alter Mause (A8 E1, A12 E1) sowie von Organoiden aus Tumoren 12

Monate alter Msh2”-Mause (T12 E1) miteinander verglichen.

Organoide aus Tumorgewebe (T12 E1) weisen einen hdéheren Abp Score aller drei
Marker als Msh2”-Organoide aus Normalgewebe 12 Monate alter Mause (N12 ENR1)
auf. Der deutlichste Unterschied zwischen Normal- und Tumororganoiden zeigt sich im
Marker A27. Hier verkiirzt sich die Produktlange 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 erhdhten Abp
Score in allen Markern. Der Abp Score von Organoiden aus Adenomgewebe nimmt
dabei mit héherem Mausalter zu, ist jedoch bei Organoiden aus Adenomgewebe 12
Monate alter Mause (A12 E1) geringer als in Tumororganoiden (T12 E1) (Abb. 13).
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Abbildung 13: heatmap zur Darstellung der Ldngenénderung 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 Méuse/Fraktion, n=10 Organoide aus Normal- und Tumorgewebe/Maus, n=5 Organoide aus
Adenomgewebe/Maus)!"

Tumororganoide (T12 E1) wachsen initial ausschlief3lich zystisch, was sie fur mehrere
Tage beibehalten. Die Wachstumsgeschwindigkeit in Tumororganoiden (T12 E1) ist im
Vergleich zu Organoiden aus Normalgewebe 12 Monate alter Mause (N12 ENR1) mit
einer mittleren Verdopplungszeit der Querschnittsflache von etwa 12 h um nahezu das
Dreifache gesteigert.

Etwa 3 % der Tumororganoide (T12 E1) kollabieren bereits nach 48-72 h und kehren
Uber ein zystisch-ahnliches zum verzweigten Wachstumsmuster zurick. 2 % der
Tumororganoide (T12 E1) wachsen nach 48 h nicht mehr. Dieses ausgepragt
heterogene Wachstumsverhalten ist in Organoiden eines einzelnen Tumors als auch

zwischen Organoiden unterschiedlicher Tumoren zu beobachten (Abb. 14).
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Abbildung 14: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden aus zwei Tumoren einer
Msh2”-Maus, jede Kurve représentiert ein Organoid (schwarz = Organoide aus Tumor 1 mit
nahezu identischem Wachstum, orange = Organoide aus Tumor 2 mit frihzeitigem
Wachstumsabbruch, blau = gemittelte Wachstumskurve von normalen Organoiden aus
12 Monate alten Mdusen (N12 ENR1) mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfldche von
30 h, pink = gemittelte Wachstumskurve von Tumororganoiden (T12E1) mit einer
Verdopplungszeit der Querschnittsflache von 12 hl'!
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Organoide aus Adenomgewebe (A8 E1, A12 E1) wachsen initial ebenfalls meist zystisch
und schneller als Msh2”-Organoide der gleichen Mause (N12 ENR1). Sie kollabieren
spater haufiger als Tumororganoide (T12 E1) und kehren Uber ein zystisch-ahnliches
zum verzweigten Wachstumsmuster zuriick. Am Ende der Beobachtungszeit (144 h)
wachsen etwa 50 % der Adenomorganoide (A8 E1, A12 E1) verzweigt (Abb. 15).
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Abbildung 15: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-&hnlich oder zystisch wachsender
Msh2”-Organoide der Fraktionen N12 ENR1, A12 E1 und T12 E1 (n=4 Mé&use/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”-Mause potentielle
Tumorvorlauferzellen (Adenome) befinden.

Zuséatzlich charakterisieren der sich erh6hende Abp Score als auch der steigende Anteil
zystisch wachsender Organoide von Normal- Uber 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 Mause aller drei Genotypen fiir 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
praparierten Organoiden 12 Monate alter Mause (N12 ENR1) verglichen, wodurch der
Effekt einer Langzeitkultur auf die genetische Stabilitdt der Organoide quantifiziert
wurde.

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

dazugehodrigen Wachstumsmuster und -geschwindigkeit korreliert und anschlieRend mit
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in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mause (N8 ENR1, N12 ENR1)
verglichen.

In den in vitro-gealterten Organoiden (N8 ENR18) kommt es zu Beginn der
Untersuchung haufiger zu zystisch-ahnlichem oder zystischem Wachstum im Vergleich
zu in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mause (8 ENR1, N12 ENR1).
Das zeigt sich in Organoiden aller drei Genotypen. In vitro-gealterte Msh2”-Organoide

N8 ENR18) zeigen dieses Wachstumsmuster am haufigsten und am langsten (Abb. 16).
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Abbildung 16: prozentualer Anteil (+ SEM) zystisch-dhnlich oder zystisch wachsender Organoide
der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen (n=4 Mé&use/Genotyp,
n=10 Organoide/Maus)""

Die in vitro-gealterten Organoide (N8 ENR18) wachsen im Vergleich zu
in vivo-gealterten Organoiden 8 und 12 Monate alter Mause (N8 ENR1, N12 ENR1)
heterogener. Einzelne Organoide (N8 ENR18) aller drei Genotypen wachsen dabei
unmittelbar zu Beginn der Untersuchung mit tumorahnlicher Geschwindigkeit.
In vitro-gealterte Msh2”-Organoide wachsen im Vergleich zu in vitro-gealterten Msh2**-
und Msh2*- Organoiden (NSENR18) jedoch haufiger und langer tumorahnlich. (Abb. 10,
11, 17)
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Abbildung 17: Wachstumskurven von einzelnen Organoiden der Fraktion N8 ENR18 einer Maus,
jede Kurve reprasentiert ein Organoid (Msh2** n=18, Msh2"- n=22, Msh2" n=20),
schwarz = verzweigt, rot = zystisch-&hnlich/zystisch, blau = angepasste exponentielle
Wachstumskurve N12 ENR1 mit einer Verdopplungszeit der Querschnittsfldache von 30 h,
rosa = angepasste exponentielle Wachstumskurve T12 E1 mit einer Verdopplungszeit der
Querschnittsflédche von 12 hi

Die Abp 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 Mause (N8 ENR1,

N12 ENR1) erhéht. Das zeigt sich besonders deutlich in Organoiden von Msh2” M&usen
(N8 ENR18) (Abb. 18).
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Abbildung 18: Mittelwert der Abp Scores (+ SEM) der drei Marker und deren Summe von
Organoiden der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und N8 ENR18 aller Genotypen
(n=4 Méuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus; T-Test: * p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001)[1]

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 Mause (N8 ENR1 und N12 ENR1) nicht mit den Abp Scores (Abb. 9, 19).
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Abbildung 19: VergréBerung der Querschnittsflache (links) und Dauer des zystisch-dhnlichen
oder zystischen Wachstums (rechts) der Organoide der Fraktionen N8 ENR1, N12 ENR1 und
N8 ENR18 in Abhéngigkeit vom Abp Score, exemplarisch fir den Marker GA29
(n=1 Maus/Fraktion und Genotyp, alle untersuchten Organoide einer Maus sind dargestellt)"!

Das bedeutet, dass MSI wahrend einer Langzeitkultivierung von Organoiden eher und
haufiger auftritt. Das Wachstumsmuster und die -geschwindigkeit einzelner Organoide
andert sich dabei vermehrt. Die MSI, bestimmt mittels Abp Scores, korreliert dabei wie
wahrend einer in vivo-Kultivierung nicht mit der Dauer des geanderten

Wachstumsverhaltens.

46. Auswirkung von ASS als zusatzlicher Kultivierungsfaktor auf die MSI von
in vitro-gealterten Organoiden

ASS beeinflusst das Oufcome von Patienten mit hereditaren CRC, beispielsweise
hinsichtlich eines verringerten Auftretens von Tumoren, positiv.

Um den potentiellen Einfluss von ASS auf die MSI der Organoide wahrend einer
in vitro-Langzeitkultivierung zu untersuchen, wurden Organoide aus Normalgewebe 8
Monate alter Mause 18 Wochen mit ENR und ASS kultiviert (N8 ENR18 + ASS) und die
Abp 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 kirzer
ein zystisch-ahnliches 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 20: prozentualer Anteil (+ SD) zystisch-&hnlich oder zystisch wachsender Organoide
der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen (n=3 Mé&use/Fraktion und
Genotyp, n=10 Organoide/Maus)"

Die Abp 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).
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Abbildung 21: Mittelwert der Abp Scores (+ SEM) der drei Marker und deren Summe von
Organoiden der Fraktionen N8 ENR18 und N8 ENR18 + ASS aller Genotypen
(n=3 Méuse/Fraktion und Genotyp, n=10 Organoide/Maus)"

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

verhindert noch korrigiert, aber das zystisch-ahnliche 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 Abhangigkeit von der Zeit, welche beispielsweise unter MSH2-Defizienz
zum Auftreten von MSI im intestinalen Gewebe fiihrt”. Derzeit ist es nicht méglich, 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
MIn1"®, Die Organoide kénnen dabei sowohl aus makroskopisch unverandertem als
auch Tumorgewebe gewonnen werden!?®,

Der entscheidende Vorteil der Organoidkulturen im Vergleich zu 2D-Monolayer-Kulturen
liegt darin, dass sie durch ihre 3D-Struktur die Komplexitat des raumlichen, epithelialen
Aufbaus des Darmgewebes widerspiegeln. Sie bestehen aus Villusdomanen,
zusammengesetzt aus allen differenzierten Zelltypen des Darmepithels, sowie
Kryptendomanen, welche ISC beinhalten. Diese ISC ermdglichen eine standige,
villusgerichtete Reproduktion des Darmepithels in der prozentual korrekten zelluldren
Zusammensetzung. Die daraus resultierende hohe Selbsterneuerungsrate der
Organoide fiihrt zur nahezu unbegrenzten Kultivierungsdauer?”].

Im Gegensatz zu 2D-Monolayer-Kulturen sind |SC-Organoidkulturen jedoch mit
deutlichen héheren Kosten und gréRerem Aufwand wahrend der Kultivierung verbunden.
Wie 2D-Monolayer-Kulturen bilden auch sie das intestinale Stroma, welches wichtig fur
die intestinale Stammzellfunktion ist, nicht ab. Dadurch sind zur Zelldifferenzierung
notwendige Signalwege (Wnt, Notch) nicht aktiviert, sodass wahrend der Kultivierung

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

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 Mause. Das Wachstumsmuster einzelner
Organoide wurde zudem Uber einen Zeitraum von 144 h mithilfe von 3D Life Scanning
Microscopy nach dem Prinzip des z-stackings aufgezeichnet. AnschlieRend 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 bekanntermalRen haufig Mutationen aufweisen, auf MSI mit den neu
etablierten Methoden untersucht!'?. Aus der Anzahl der veranderten Mikrosatelliten
wurde der MSI Score und aus der Summe der absoluten Langenanderung der
untersuchten Mikrosatelliten der Abp Score erstellt. Diese Scores wurden anschlie3end

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
ECMsh2-*PoxP_Mausmodell™ 8. In deren Analysen wurden nach Extraktion von DNA
aus Schwanzbiopsien der Mause die Mikrosatelliten-Marker D7Mit91 sowie TG27 auf
Alterationen untersucht. Dabei war das Vorliegen von MSI bei beiden Markern, aber
nicht deren Ausmal 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 Abhangigkeit von der Anzahl
der instabilen Mikrosatelliten eingeteilt und dadurch Empfehlungen und Aussagen zur
weiteren Therapie sowie das Outcome ermdglicht!™ 8,

Die progrediente Akkumulation von Alterationen in Mikrosatelliten Uber die Zeit ist durch
den MSI Score nicht darstellbar, da er lediglich angibt, ob ein Mikrosatellit verandert ist.
Der durch uns etablierte Abp Score bildet hingegen durch die numerische Angabe der
Langenanderung 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 Mausen kann somit der altersabhangige 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 Veroéffentlichung unserer Daten in Oncogene 2017 war dies in der Art zur
Analyse der phanotypischen Anderungen von Organoiden unter MMR-D noch nicht
durchgefihrt worden. Das Wachstumsmuster der Organoide wurde aller 8 h
aufgezeichnet und in verzweigt, zystisch-ahnlich oder zystisch, also tumorahnlich,
eingeteilt. Das Wachstumsmusters wurde somit exakt einem jeweiligen Zeitpunkt
zugeordnet. Trotz des hohen Aufwandes stellt es eine geeignete und prazise Option zur

Evaluierung der morphologischen Veranderungen der ISC-Organoide dar.

Durch die beschriebenen Methoden sollte der Beginn der MSI, der Verlauf der
MSI in Abhangigkeit vom Mausalter sowie der Zusammenhang zwischen der MSI und
dem Wachstumsmuster der Organoide dargestellt werden. Hierfir wurden die MSI
Scores und Abp Scores der ISC-Organoide aus Normalgewebe von 1, 2, 3, 5, 8 und 12
Monate alten Mausen ermittelt und mit den dazugehdrigen Wachstumsmustern

korreliert:
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MSI erhoht sich in Abhdngigkeit vom Alter und Genotyp der Mause.

Msh2-Defizienz (Msh2”) flihrt zu progredienter MSI in ISC-Organoiden aus
makroskopisch normalen Darmgewebe Uber die Lebenszeit. Es kann eine im frihen
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 MutSp und einer dadurch bedingten inadaquaten Reparatur
der wahrend des Replikationsprozesses entstehenden Alterationen?®!.

In den untersuchten ISC-Organoiden aller 3 Maus-Genotypen sind Uberwiegend
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!'.,

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 verandert. Die Halfte 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 Méglichkeiten zur non- oder
minimalinvasiven histomorphologischen Begutachtung von intestinalem Gewebe
bedingt ist?*3?, Das durch uns beobachtete Auftreten von MSI in Msh2”-Organoiden in
frithem 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 zusatzlich im Vergleich zu MSH6- oder PMS2-Defizienz
deutlich eher zum Auftreten CRC hoher MSI kommt!**=*°l. Die dargestellte Progressivitat
der MSI ist dabei durch den Funktionsverlust und die dadurch verringerte
Reparaturfahigkeit von gleich zwei Heterodimeren (MutSo und MutSp) im Vergleich zur
Defizienz anderer MMR-Gene zu erklaren (Tab. 1)I"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 Restaktivitat der
Reparaturmechanismen vor.*® Das erklart 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®. Der steigende MSI Score der Msh2*-Organoide in héherem

Mausalter weist darauf hin, dass die Suszeptibilitit gegenlber dem second hit in
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Abhangigkeit vom Alter der Mause zunimmt und zu steigender MSI fiihrt. Es ist jedoch
anzunehmen, dass es nicht in allen Msh2"-Organoiden zu einem second hit kommt.
Hier kénnte die bereits beschriebene Restaktivitdt der Reparaturmechanismen die
Heterogenitat der Msh2*"-Organoide beziiglich des MSI Scores bedingen'®!.

Bekannte funktionell relevante Mutationen in humanen ISC unter MMR-D, welche bei
HNPCC-Patienten aufgrund von MSI in codierenden Genomabschnitten (CHEKT,
GRB14 und TCF7L2) entstehen und zur Tumorentstehung flhren, waren in unseren

Untersuchungen in 8 und 12 Monate alten Msh2”-Mausen nicht nachzuweisen!' 37,

Organoide aus Normalgewebe verédndern ihr Wachstumsmuster und -geschwindigkeit in

Abhangigkeit vom Alter und Genotyp der Mause.

Zystisch-ahnliches und zystisches Wachstum von ISC-Organoiden ist ein Zeichen fur
gesteigerte Unabhangigkeit von R-Spondin durch eine Hyperaktivierung des
Whnt-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 Mausen vermehrt zystisch-ahnlich oder zystisch und mit hoherer
Geschwindigkeit, &hnlich Organoiden aus Tumorgewebe. Das zeigt, dass es in Msh2”-
im Vergleich zu Msh2"”*- und Msh2*-Organoiden U(ber die Zeit vermehrt zur
Akkumulation von Alterationen kommt, die zu einer Anderung des Wachstumsmusters,
welches fiir Organoide aus Tumorgewebe charakteristisch ist.

Das Wachstumsmuster und die Wachstumsgeschwindigkeit einzelner Organoide
korreliert dabei jedoch nicht mit deren Mikrosatellitenstatus, was bedeutet, dass
genotypische Veranderungen unter MMR-D nicht zwangslaufig tumorahnliches
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
erhohte Mutationsrate per se nicht zwangslaufig zu karzinogenen Prozessen flihren
mussi®®. Alterierte Zellen entgehen jedoch haufiger einer Immunantwort und weichen
folgend Apoptosesignalen aus, was letztlich in einem erhéhten Risiko der

Tumorentstehung resultiert!® 31,

In unserer Studie weisen alle normalen Organoide mit gesteigerter
Wachstumsgeschwindigkeit, ahnlich Organoiden aus Tumorgewebe, den maximalen
MSI Score 3 auf. Der Abp Score ist jedoch im Vergleich zu Organoiden mit geringerer
Wachstumsgeschwindigkeit nicht erhdht. Das lasst vermuten, dass das lediglich

Vorliegen von MSI und nicht das Ausmal der Alterationen relevant fir eine
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phanotypische, also karzinogene Veranderung ist. Auch das entspricht den zuvor

angefiihrten Hypothesen!® 3!,

In der Arbeit sollte weiterhin der Effekt einer Langzeitkultivierung auf die MSI der
Organoide quantifiziert werden. Hierfur wurden Organoide aus Normalgewebe 8 Monate
alter Mause fir 18 weitere Wochen kultiviert und anschlieRend hinsichtlich der MSI und
den Abp Scores sowie dem Wachstumsmuster mit Organoiden aus Normalgewebe 12

Monate alter Mause verglichen.

Eine in vitro-Langzeitkultivierung von Organoiden fuhrt zu hdherer MSI und andert das

Wachstumsmuster der Organoide.

In vitro-gealterte Organoide aller 3 Genotypen wachsen haufiger zystisch-&hnlich oder
zystisch und weisen hohere Abp Scores auf als in vivo-gealterte Organoide. Das
bedeutet, dass sich MSI in vitro schneller entwickelt als in vivo. Dabei ist
zystisch-ahnliches oder zystisches Wachstum durch eine erhdhte Unabhangigkeit von
R-Spondin einzelner ISC innerhalb der Organoide charakterisiert. Das kdnnte durch die
Akkumulation von Alterationen verursacht sein, die in Langzeitkultivierung vermehrt zu
einer Stérung des Ascl2-Autofeedback-Mechanismus fihren, 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 fiihrt zu vermehrtem Auftreten eines
zystisch-ahnlichen oder zystischen Wachstumsmusters!?” 41,

Obwohl  zystisch-dhnliches 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 wahrend einer
in vitro-Langzeitkultivierung auch sporadisch in genetisch unverdndertem Gewebe
auftreten kénnen und detektierbar werden. Es findet dabei eine positive Selektion der
genetisch veranderten, von R-Spondin unabhangig und somit schneller wachsenden
ISC-Organoide statt. Es werden somit Faktoren bendtigt, die durch eine
Langzeitkultivierung bedingte Alterationen und phanotypische Veranderungen

verhindern.

Um im makroskopisch normalen Darmgewebe Tumorvorlauferzellen (Adenome)
nachzuweisen, wurden Darmproben 8 und 12 Monate alter Mause nach Aufschluss mit
EDTA zusatzlich enzymatisch verdaut. Aus den hieraus gewonnenen

Tumorvorlauferzellen wurden, entsprechend ISC aus Tumorgewebe, ohne Noggin und
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R-Spondin Organoide generiert. Die MSI und Abp Scores dieser Organoide wurden mit
ihrem Wachstumsmuster korreliert und mit denen der Organoide aus Normal- und

Tumorgewebe 8 und 12 Monate alter Mause verglichen.

Tumorvorlduferzellen liegen in makroskopisch normalen Darmabschnitten vor.

Wir konnten Tumorvorlauferzellen in makroskopisch normalem Gewebe von
Msh2”-M&usen bereits in 8 Monate alten M&usen 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-polypésen, und somit
nicht makroskopisch sichtbaren, mukosalen Lasionen aufgrund von MMR-D sowie einer
sekundar erworbenen Mutation des APC-Gens entstehen*l. Organoide aus
Tumorvorlauferzellen wachsen dabei ahnlich den Organoiden aus Tumorgewebe
unabhéangig von R-Spondin mit einem zystisch-ahnlichem Wachstumsmuster und einer
gesteigerten Wachstumsrate. Das lasst ebenfalls auf die zuvor beschriebene
mutationsbedingte permanente Aktivierung des Wnt-Signalweges schlieRen 41,

In diesen Tumorvorlauferzellen sind somit einerseits MMR-D und zuséatzlich das
Auftreten weiterer Mutationen, beispielweise des APC-Gens, zur eigentlichen
Tumorformation notwendig. Das stimmt mit Beobachtungen in HNPCC-Patienten
Uberein, bei denen eine monoallelische Inaktivierung der MMR-Gene regelmalig
nachgewiesen wird, diese aber nur in wenigen Fallen und im hoheren Alter zur
Tumorentstehung fiihrt*? 3!, Daraus kann neben einer ausreichenden Restfunktion des
betroffenen MMR-Gens zusatzlich auf eine kompetitiv bedingte negative Selektion von
genetisch veranderten ISC im Sinne einer intestinalen Schutzfunktion geschlossen
werden, wie durch Lynch et al (2006, 2015) in der Theorie der
MMR-Genotyp-Phanotyp-Heterogenitat beschrieben!” 441,

Insgesamt spiegeln die progredienten Alterationen sowie der steigende Anteil von
zystisch-ahnlichem und zystischem Wachstum von normalen dber Adenom- zu
Tumororganoiden einer Altersgruppe die genetischen und morphologischen
Anderungen im Rahmen einer Adenom-Karzinom-Sequenz wider, die bei der
Entstehung HNPCC-assoziierter CRC bekannt ist' 1,

In unserer Zucht entwickeln Msh2”-Mé&use erst im Alter von 12 Monaten makroskopisch
sichtbare Tumore, was gemessen am durchschnittlichen moglichen Lebensalter einer

Labormaus relativ spat 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!".
Diese Beobachtung ist durch die isoliert auf den Darm beschrankte MMR-D im
untersuchten Mausmodell zu erklaren und ist vergleichbar mit Ergebnissen aus anderen
tierexperimentellen Untersuchungen wie beispielsweise Kucherlapati et al. (2010) im
ECMsh2-*PxP_Mausmodell, in welchen ebenfalls erst im héheren Mausalter eine
intestinale Tumorformation zu beobachten war''®l. Hieraus kann im Vergleich zu anderen
Gewebearten auf eine ausgepragte, darmspezifische Fahigkeit geschlossen werden,
mutierte Zellen Uber einen langen Zeitraum kompetitiv oder selektiv zu eliminieren und

somit einer friihen Tumorentstehung vorzubeugen°!.

Optimierte Kulturbedingungen stellen eine Mdglichkeit dar, um ungewollte
genetische Veranderungen wahrend 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. Daflir wurden Organoide 8
Monate alter Mause fur 18 weitere Wochen unter ASS Substitution kultiviert und deren
MSI und Abp Scores und das Wachstumsmuster mit in vitro-gealterten Organoiden ohne

ASS Substitution verglichen.

ASS minimiert zystisch-ahnliches und =zystisches Wachstum von Organoiden in

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

ASS verlangert die Lebenszeit der Msh2”-Mause sowie die Zeitspanne bis zur
eigentlichen Entstehung von CRC, wie zuvor von Mcllhatton et al. (2011) im
VC*?Msh2-PLoP(Msh2”)-Mausmodell  beschrieben!'® 461 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!*®!.

Unter Substitution von ASS wuchsen weniger Msh2”-Organoide und Organoide aller
Genotypen zeigten tendenziell weniger zystisch-ahnliches oder zystisches Wachstum.
Der Abp 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 Mikrosatellitenstabilitat in vivo fiihrt und dadurch eine
verminderte Tumorentstehung bedingt!'®l. 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 tUberwiegend MSI aufweisen. Somit flihrt die Substitution von
ASS zur Stabilisierung MMR-defizienter, zystisch-ahnlich oder zystisch wachsender
Zellen in vitro. Sie verhindert jedoch nicht die durch die in vitro-Langzeitkultivierung
erhéhte MSI. Harris et al. (2014) postulierten, dass eine Riickkehr vom zystischen zum
verzweigten Wachstumsmuster der Organoide auf einer verminderten Proliferationsrate

sowie einem erhohten Elastizitatsmodul der Epithelzellen in dem Organoid beruht!™ 47,

Beide Effekte treten bekanntermafen wéahrend epithelialer Differenzierung auf?® 471,
Unsere Ergebnisse kdénnen demnach darauf hindeuten, dass ASS die intestinale
Differenzierung von Epithelzellen férdert und so zystisch-ahnliches oder zystisches, also
tumorahnliches Wachstum minimiert. ASS kénnte dabei weiterhin die Expansion von

alterierten Zellen minimieren und dadurch tumorahnlichem Wachstum vorbeugen.

Ausblick

Organoidkulturen MMR-defizienter Mause geben Einblick in die gewebsspezifische
Akkumulation von Mutationen in Abhangigkeit vom Alter der Tiere und den
Kultivierungsbedingungen der Organoide. Im Hinblick auf Untersuchungen im Menschen
konnen sie dabei das Problem der ethischen und gesetzlichen Einschrankungen im
Rahmen der Arbeit mit fetalen Stammzellen I6sen. Die Verwendung von aus adultem
menschlichem Gewbe gewonnen Organoiden als Diagnostikum sowie Therapeutikum
bei Erkrankungen wie chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, cystischer Fibrose
oder auch CRC ist in den letzten Jahren immer starker in den Fokus der Wissenschaft
geriickt®”.  Auch virale und bakterielle Ko-Kultivierung von Organoiden mit
beispielsweise dem humanen Rotavirus oder Helicobacter pylori sind seit Langerem
moglich und flhrten hierbei zu zahlreichen Erkenntnissen der Pathophysiologie
unterschiedlicher gastrointestinaler Erkrankungen*® 491,

Als potentielles medizinisches Therapeutikum bedarf es gerade im Hinblick auf die
Methodik und Durchfiihrung der Organoidkultivierung weiterer intensiver Forschung.
Spezifisch und individuell festgelegte Kultivierungsbedingungen kénnten eine Option
darstellen, um genetische Veranderungen in Organoiden innerhalb der Langzeitkultur zu
vermeiden. Hierbei kénnte beispielsweise eine dosisabhangige Wirkung von ASS,
entsprechend der CaPP3-Studie, als Faktor bei Langzeitkultivierung von
ISC-Organoiden in weiterfiilhrenden Studien untersucht werden!*®!,

Auch in anderen medizinischen Fachrichtungen, wie der onkologischen
Kopf-/Halschirurgie, werden in vitro-langzeitkultivierte Organoide verwendet, um
beispielsweise die Effektivitat adjuvanter, patientenspezifischer Therapieregime fir das

orale Plattenepithelkarzinom zu evaluieren®. Somit kénnten 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 flr
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 Abhangigkeit von der Zeit und kdnnen zum
Auftreten von Kkolorektalen Karzinomen (CRC) flhren. Diese Mutationen sind
beispielsweise unter MSHZ2-Defizienz als Mikrosatelliteninstabilitdét (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
Haufigkeit von Mutationen in Mikrosatelliten von Organoiden unter Msh2-Defizienz aus
normalem Darm, Tumorvorlauferzellen und Tumoren in Abhangigkeit vom Alter der
Maus, der Dauer und den Bedingungen der Organoidkultur zu quantifizieren. Dazu
wurde der Mikrosatellitenstatus einzelner Organoide mit dem dazugehérigen

Wachstumsmuster korreliert.
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Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
- Abwelchem Mausalter tritt MSI auf? Ist sie altersabhangig? Korreliert sie mit dem
dazugehoérigen Wachstumsmuster?
- Sind Tumorvorlauferzellen (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”- Mause 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 tber 144 h fir 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 Abp Score und dazugehdrige heatmaps, die die qualitativen Anderungen

der Marker visuell widerspiegeln, ermittelt werden.

Ergebnisse
MSI ist in ISC-Organoiden von Msh2”-Méusen vor dem Auftreten solider Tumoren in

einem Alter von 12 Monaten nachweisbar und steigt (iber die Lebenszeit an. Bereits in
einem Alter von 5 Monaten ist der maximale MSI Score, der lediglich die Anzahl
veranderter Mikrosatelliten aufzeigt, erreicht. Der Abp Score zeigt, dass die
Langenveranderungen im Bereich der Mikrosatelliten weiter kontinuierlich zunimmt und

ein mit fortschreitendem Alter progressiver Nukleotidverlust auftritt.

Die Wachstumsraten und -muster der Organoide von Msh2”-Méusen werden mit
zunehmendem Alter heterogen. Bis zu einem Mausalter von 8 Monaten zeigen die
Organoide aus dem Normalgewebe der Mause ein homogenes, verzweigtes Wachstum.
Im Alter von 12 Monaten wachsen jedoch etwa 10 % der Organoide initial zystisch,
ahnlich Organoiden aus Tumorgewebe. Dieses inhomogene Wachstumsmuster ist

unabhangig vom ermittelten MSI Score.

Tumorvorléuferzellen akkumulieren in normalem Epithel von Msh2”-Méusen weit vor

dem Auftreten solider Tumoren. Organoide, die ohne den Zusatz von Noggin und

39



R-Spondin aus enzymatisch verdauten Normalgewebe anwachsen, stammen von
Tumorvorlauferzellen ab. Sie kdnnen aus 8 und 12 Monate alten Msh2”-, jedoch nicht
Msh2"-und Msh2**-Mausen isoliert werden, und weisen ein zystisches, tumorahnliches
Wachstum auf. Die Wachstumsrate sowie der Abp Score der Organoide ist im Vergleich

zu Organoiden aus Normalgewebe erhoht.

Alterationen in ISC nehmen unter Langzeitkultivierung zu und akkumulieren in vitro
schneller als in vivo. Organoide 8 Monate alter Mause wurden fur weitere 18 Wochen in
vitro kultiviert. Es konnte gezeigt werden, dass nach dieser Zeit im Vergleich zu 12
Monate alten Organoiden vermehrt zystisch-ahnliches Wachstum auftritt. Der Abp Score

steigt in vitro schneller als in vivo.

Acetylsalicylsdure (ASS) vermindert das Auftreten und die Lénge von zystisch-
dhnlichem Wachstum, verdndert jedoch nicht den Abp Score. Nach Langzeitkultur mit
ASS Uber 18 weitere Wochen wachsen Organoide 8 Monate alter Mause aller drei
Genotypen seltener zystisch-ahnlich. ASS vermindert die Anwachsrate von

Msh2”-Organoiden. Der Abp Score @ndert sich unter Substitution von ASS nicht.

Fazit

Organoidkulturen MMR-defizienter Mause geben Einblick in die gewebsspezifische
Akkumulation von Mutationen in Abhangigkeit vom Alter der Tiere und den
Kultivierungsbedingungen der Organoide. Sie l6sen 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 kdénnen.
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ORIGINAL ARTICLE

Different in vivo and in vitro transformation of intestinal stem
cells in mismatch repair deficiency

K Keysselt'*, T Kreutzmann'~, K Rother'%%, C Kerner', K Krohn?, J Przybilla?, P Buske?, H Loffler-Wirth?, M Loeffler®, J Galle**

and G Aust™®

Mutations in mismatch repair (MMR) genes result in microsatellite instability (MSI) and early onset of colorectal cancer. To get
mechanistic insights into the time scale, sequence and frequency of intestinal stem cell (ISC) transformation, we quantified MSI and
growth characteristics of organoids of Msh2-deficient and control mice from birth until tumor formation and related them to tissue
gene expression. Although in Msh2-deficient organoids MSI continuously increased from birth, growth characteristics remained
stable at first. Months before tumor onset, normal Msh2-deficient tissue contained tumor precursor cells forming organoids with
higher MSI, cystic growth and growth rates resembling temporarily those of tumor organoids. Consistently, Msh2-deficient tissue
exhibited a tumor-like gene signature. Normal Msh2-deficient organoids showed increased inheritable transient cyst-like growth,
which became independent of R-spondin. ISC transformation proceeded faster in vitro than in vivo independent of the underlying
genotype but more under MMR deficiency. Transient cyst-like growth but not MSI was suppressed by aspirin. In summary, as
highlighted by organoids, molecular alterations continuously proceeded long before tumor onset in MMR-deficient intestine, thus

increasing its susceptibility for ISC transformation.

Oncogene advance online publication, 12 December 2016; doi:10.1038/0nc.2016.429

INTRODUCTION

Lynch syndrome/hereditary nonpolyposis colorectal cancer is the
most frequent cause of inherited colorectal cancers. It originates
in heterozygous germline mutations in mismatch repair (MMR)
genes. Among them, mutations of MutS homolog 2 (MSH2) and
MutL homolog 1 (MLH1) are the most common lesions." Loss of
MMR activity results in the fast accumulation of mutations
throughout the genome, generating a mutator phenotype. This
phenotype also includes length variations in microsatellite
repeats, referred to as microsatellite instability (MSI), which occurs
in over 90% of Lynch syndrome patients.’?

Most of the studies published on the consequences of MMR
deficiency in the intestine focus on tumor development and
progression as well as testing potential anti-cancer agents."
Relatively little is known on the relationship between MMR
deficiency and the regulation of the intestinal epithelium. In
human colon tissue crypt foci showing biallelic loss of MMR genes
have been frequently observed,** which rarely progress to cancer.
However, in human this multistep process cannot easily be
followed up over time.

The intestinal epithelium is maintained by intestinal stem cells
(ISCs). The identification of signaling pathways responsible for
their self-renewal enabled ISC cultures from isolated crypts to form
organoids.® Kinetics and cell-type composition of these organoids
reflect the in vivo situation,” making them an advantageous model
to study ISC transformation following MMR gene inactivation
over time.

In the present study, we examined intestinal organoids and
tissue of VCMsh2'"t" (Msh2™'") and their respective hetero-
zygous Msh2*/~ and control Msh2*"* mice® to study the time
scale, sequence and frequency of ISC transformation and tissue
alteration under MMR deficiency and in a normal genetic
background. Ninety percent of the Msh2™~ mice, in which
inactivation of this MMR gene is limited to the intestinal mucosa,
developed tumors in the small intestine with a multiplicity of 1.6
when they were older.® The tumor frequency was decreased by
the nonsteroidal anti-inflammatory drug acetylsalicylic acid, that
is, aspirin, thus increasing mouse lifespan.®

We examined the time scale, sequence and extension of
molecular and phenotypic changes in the epithelium preceding
the onset of intestinal tumors. We hypothesized: (i) that MMR
deficiency causes accumulation of genetic alterations in ISCs
throughout life, leading to tissue alterations long before tumor
onset and (ii) that these processes can be observed in organoid
culture in the form of changes of MSI and growth characteristics of
the organoids. To validate our hypotheses, changes in the MSI
status as well as the growth rate and pattern were quantified in
single organoids depending on mouse age and genotype. We
analyzed the influence of long-term culture, R-spondin withdrawal
and application of aspirin on these evaluated parameters. Gene
expression profiles, raised from tissue biopsies of the macroscopic
normal tissue and tumors, were related to the quantified ISCs
alterations. The study design is shown in Figure 1a; the various
organoids obtained were named according to Supplementary
Information S1.
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RESULTS

MSI in Msh2™~ organoids increased over the entire life time
First, we examined the development of MSI by means of the well-
established nucleotide repeat markers A27, A33 and GA29'®
(Supplementary Information S2) in organoids from macroscopic

tumor precursors

normal intestinal tissue. At the age of 1 month, 80% of the
organoids were microsatellite stable, that is, their MSI score was
zero, independent of the underlying genotype. Afterwards, the
MSI score increased continuously in Msh2~~ and Msh2*/~, but
only marginally in Msh2*"* organoids (Figure 1b). Already at the
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Figure 2. Organoid growth rate curves become heterogeneous in Msh2™'~ mice. (a, b) Growth curves of organoids derived from 8- (a) and (b)
12-month-old mice cultured for 1 week with ENR (N8 ENR1, N12 ENR1). Each curve represents one mouse (n=3 mice/genotype, n=15
organoids/mouse, mean + s.d.). The area A of the stacked cross-section of each organoid was quantified relative to that of the first time point
Ao. The cyan line represents an exponential growth curve fitted to N12 ENR1 with an area doubling time of = (30+0. lt/h)h (c) Growth curves
of individual organoids of one ‘|2-month-old mouse. All analyzed organoids of one mouse are shown (Msh2""* n =28, Msh2"'~ n=32, Msh2™"~
n=20). Ten percent of the Mshz ~ organoids grew transient cyst-like (red curves) or retarded (orange curves). All other organoids grew
branched as Msh2"/~ and Msh2"’* organoids (black curves). The magenta line represents an exponentlal growth curve with a constant area
doubling time of ,_12 h, characteristic for tumor organoids. (d) Snapshots of typical Msh2~'~organoids; scale bar 100 pm. The marked
sequence from an initially cystic to a finally branched growth is modeled in silico (Figures 5c and d) to understand the causes underlying this
transition.

da
-
Figure 1. MSI in Msh2-deficient mice increased after birth. (a) Schematic overview of the study design (MSI: analysis of microsatellite instability
of single organoids; growth: quantitation of growth rate and pattern of single organoids by life imaging; SOM: self-organizing map analysis of
mlcroarray data). Normal organoids of an 8-month-old mouse were analyzed after 1 week and additionally after 18 weeks long-term culture;
that is, these organoids were from a single mouse, and at the end the long-term cultured organonds had an age of 12 months. Normal,
adenoma and tumor (only Msh2™"") organonds from mice aged 12 months were cultured; that is, these organoids were also from a single
mouse. (b) Distribution of the MSI score in normal organoids. The score of three nucleotide repeat markers (A27, A33, GA29) was determined
from each single organoid. Every marker was scored to show MSI (1) or not (0). The maximum MSI score was 3, the lowest 0 (n=3 mice/
genotype 1-5 months; n =4 mice/genotype 8 and 12 months, 10 organmds/mouse, mean +s.d.). (c) HeatmaP of the frequency of occurrence
of PCR product sizes of the three nucleotide repeat markers determined in normal organoids of Msh2"~, Msh2"’~ and Msh2™'~ mice at
increasing age. To obtain a heatmap for a certain organoid culture, the PCR product sizes and the correspondlng peak heights of each marker
of all organoids were determined. A present PCR product of a certain size was assessed as 1. The peak height of these present PCR products of
a certain size was visualized in a heatmap. The allele size is indicated left (n =3 mice/genotype 1-5 months; n=4 mice/genotype 8 and
12 months, n =10 organoids/mouse).
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age of 2 months, each Msh2™~ organoid showed deletions in at
least one out of the three examined nucleotide repeat markers.
The MSI score reached a plateau value of 0.9 after 3 months in
Msh2*/~ and 2.6 after 5 months in Msh2~/~ organoids. Because
the MSI score was not informative at an older mouse age, we
introduced the Abp score and generated heatmaps to illustrate
further alterations (Figure 1c). With higher mouse age the Abp
score increased in Msh2™'~ mice, that is, mutations accumulated
further. This was seen especially for the marker GA29. These
results characterize MSI in Msh2™~ tissue as a fast developing and
continuous process. Small-nucleotide repeat markers located in
coding regions remained unchanged (Supplementary Information
S2 and S3).

Growth rates and pattern of Msh2™~ organoids became
heterogeneous in aged mice

Next, we examined whether the established MSI resulted in
growth changes of normal organoids depending on mouse age.
Organoids of mice up to 8 months always showed a branched
growth pattern and nearly identical growth rates (Figure 2a). The
initial doubling time of their cross-sectional area 4 was 30+6 h. It
increased during expansion by about 0.1+0.05h per hour,

indicating differentiation that increased the fraction of terminal
differentiated and thus non-proliferative cells.

At an age of 12 months, growth pattern and rates of normal
Msh2~/~ organoids became heterogeneous (Figures 2b-d). As
shown for one representative mouse of each genotype in
Figure 2c, about 10% of the organoids showed fast and another
10% retarded growth, whereas the majority had growth rates still
similar to organoids of 12-month-old Msh2*"* and Msh2*/~ mice.
While these organoids grew in a branched fashion, fast growing
Msh2™/~ organoids showed an initially spherical, afterwards
transient cyst-like growth which almost always transferred into
branched growth. Thus, regardless of the fast developing MSI,
changes in growth properties were detected only at higher age.

Tumor /precursor cells accumulated in normal epithelium of
Msh2™"~ mice months before onset of tumors

Solid tumors were detected only in 12-month-old Msh2~/~ mice.
Tumor organoids had the highest MSI score (2.8 +0.4) and showed
predominantly cystic growth (Figure 3a) with a short and nearly
constant area doubling time 14 close to 12 h. A few cystic tumor
organoids collapsed and continued to grow with a cyst-like and
later even branched pattern (Figure 3b).
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Figure 3. Tumor precursor cells accumulated in macroscopic normal tissue of Msh2™'~ mice. (a) Snapshots of a growing tumor organoid; scale
bar 100 pm. The insets show a normal organoid at the same time point. (b) Average percentages + s.d. of normal (N12 ENR1), adenoma (A12
E1) and tumor (T12 E1) organoids of identical Msh2™"~ mice that grew with a cystic/cyst-like pattern (n =4 mice/time point for N12, A12 and
T12 were analyzed, with n=10 normal, n=5 adenoma, n =10 tumor organoids/mouse). (c) Growth curves of organoids derived from two
tumors of one Msh2™"~ mouse. Organoids from tumor 1 (black curves) grew nearly identically. Organoids from tumor 2 initially grew similarly
but stopped growth at individual time points (orange curves). The cyan and the magenta lines represent the growth curves of normal and
tumor organoids, respectively, as shown in Figures 2a and b. (d) Percentage of adenoma organoids surviving culture in EGF only (E). Results
are shown for organoids of 8- and 12-month-old mice cultured over 1 week (A8 E1, A12 E1; n =4 mice/genotype and age; n = 20 organoids/
mouse). (e) Heatmap of the PCR product sizes of three nucleotide repeat markers of normal (N), adenoma (A) and tumor (T) organoids of
Msh2™~"~ mice at the age of 8 (A8 E1) and 12 (N12 ENR1, A12 E1, T12 E1) months. Adenoma and tumor organoids grew with EGF (E) only (n =4
mice/age, that is, for N12, A12 and T12 the identical mice were analyzed; n=10 normal, n=5 adenoma, n = 10 tumor organoids/mouse).
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Figure 4. Enrichment of transient cyst-like growth during long-term organoid culture. (a) Growth curves of individual organoids of one typical
8-month-old mouse (N8 ENR18). After 18 weeks of culture, organoids frequently acquired transient cyst-like growth (red curves), especially
those obtained from Msh2™"~ mice. Initially, these organoids grew similarly to tumor organoids (magenta line). The cyan line represents the
growth curve of normal organoids of 12-month-old Msh2*/* mice as shown in Figure 2a. Black curves: organoids with branched growth.
(b) Average percentages + s.d. of normal organoids showing transient cyst-like growth. Results are shown for organoids of 8- and 12-month-
old mice, which were cultured for 1 week (N8 ENR1, N12 ENR1) or 18 weeks (N8 ENR18) (n=4 mice/time point and genotype; n=10
organoids/mouse). (c) To generate the Abp score, changes of the PCR product size of a certain marker determined in one organoid compared
with the standard allele size of Msh2*/* gDNA of this marker was expressed in units of 1 (mononucleotide markers A27, A33) or 2 bp
(dinucleotide marker GA29). Thus, for each marker a Abp score for a single organoid could be given. Here, the Abp score was determined in
single organoids of 8-month-old (N8 ENR1) and 12-month-old mice (N12 ENR1) and in organoids from 8-month-old mice that have been
cultivated for 18 weeks (N8 ENR18) (n =4 mice/genotype and age; i.e. for N8 ENR1 and N8 ENR18 the identical mice were analyzed; n=10
organoids/fraction; comparison at the inter-organoid level, mean +s.d., T-test, *P < 0.05, ***P < 0.001). (d) The growth characteristics of
individual organoids of the three different genotypes were correlated to Abp, here exemplarily shown for GA29. The Abp score did not
correlate with the growth rate (left), determined as cross-sectional organoid area at time point 80 h, and to the period of cyst-like growth
(right), which was assessed every 8 h over 1 week (n=1 typical mouse/genotype and age; that is, for N8 ENR1 and N8 ENR18 the identical
mouse is shown; all analyzed organoids/fraction are shown).

In a few cases, we observed a growth stop of tumor organoids
after about 2 days (Figure 3c). Thus, the growth characteristics not
only varied markedly between organoids established from different
tumors but also between organoids from the same tumor, indicating
tumor heterogeneity and different adaption to culture.

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

Then, we determined when tumor precursor cells, capable of
growing as adenoma organoids from macroscopic normal tissue
with EGF only, appeared. Neither adenoma organoid grew from
Msh2™~ mice younger than 8 months nor from any Msh2**
and Msh2*/~ mouse. However, 1.8% of the crypt fragments of
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8-month-old and 3.9% of those of 12-month-old Msh2™'~ mice old Msh2™"~ mice (Figures 2¢, 4a and b). Compared with in vivo,
resulted in organoids (Figure 3d). They grew with a cystic pattern this indicates that transformation also arose in vitro and even at a
after seeding and most of them retained it for many days shorter time scale.

(Figure 3b). After 48-72h adenoma organoids of single mice Strikingly, transient cyst-like growth was also seen after long-
continued to grow with a branched pattern leading to high  term culture of normal Msh2*/~ and even Msh2*"* organoids of
variance between different mice. The growth rate of adenoma  8-month-old mice (Figures 4a and b). The changes in the growth
organoids was always higher compared with normal organoids of characteristics of long-term cultured Msh2* ~ organoids were even
the same mouse. In adenoma organoids the PCR product sizes ~ Obvious in Msh2"* o/rganoids. The period of ¢cystlike growth
of the nucleotide repeat markers A27, A33 and GA29 became  Was longer in Msh2™" compared with Msh2"~ and Msh2""
smaller compared with normal organoids. Overall, in Msh2™~mice ~ ©rganoids.

nucleotides were lost continuously in the sequence from normal In parallel, the mean Abp score of the markers A27, A33
organoids to adenoma organoids of 8- and of 12-month-old mice ~ @nd GA29 increased in long-term cultured compargi_ with
and tumor organoids (Figure 3e). Two out of three (2/3) nucleotide ~ freshly isolated organoids of 8- and 12-month-old Msh2™~ mice
repeat markers located in coding regions remained unchanged, ~ (Figure 4c), suggesting faster accumulation of MSI in vitro than
even in tumor organoids. Only the marker A10 in Grb14 showed fn vivo. Surpnsmg_ly,' the Abp score d'.d not c‘o_rrelate with t.he
in 9/40 tumor organoids a Abp score of 1 (Supplementary gr_owth charactenst'lcs when considering individual orggnonds
Information S2 and S3). (Figure 4d), suggesting that growth and MSI are regulated in part
independently. The data are shown exemplarily for the marker
. ) . . GA29. Small-nucleotide repeat markers located in coding regions
Alterations of I1SCs ennghefl during Ipng—term culture of organoids remained unchanged during long-term culture (Supplementary
and proceeded faster in vitro than in vivo Information S3).

To verify whether the transformation of the intestinal epithelium Cystic growth of intestinal organoids is a consequence of
also arises in vitro during long-term culture, normal organoids of ~ hyperactivated Wnt5''='* Thus, transient cyst-like growth of
8-month-old mice were cultured for a further 18 weeks. After this normal organoids suggests that the cells acquired temporary

time, transient cyst-like but not retarded growth appeared with a independence from the external Wnt activator R-spondin. To
higher frequency, and the growth rates varied more, compared verify this assumption, after 5, 20 and 30 weeks long-term culture
with freshly isolated normal organoids of age-matched 12-month- the amount of R-spondin was reduced for 1 week. The percentage
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Figure 5. Transient cyst-like growth resembles growth characteristics of tumor organoids. (a) Transient cyst-like growth appeared under
modified culture conditions. Organoids of one 8-month-old Msh2~"~ mouse were cultured for 5, 20 or 30 weeks in ENR and afterwards for
1 week either in ENR or EN with reduced R-spondin (1/3 R) (n=30 organoids/fraction, mean). (b) Transient cyst-like growth enriched in
selective cultures. Single organoids from 18-week long-term cultures of 8-month-old Msh2™'~ mice (N8 ENR18) showing either transient cyst-
like or branched growth were selected once a week at day 3 and cultured separately. Average percentages + s.d. of organoids showing
transient cyst-like growth were assessed before (no selection) and after four selection rounds (n=4 mice, n=20 organoids/mouse).
() Comparison of individual normal organoid growth curves (N12 ENR1; thin lines with symbols) and their fits (thick lines) by the in silico
organoid growth model (see Supplementary Online Material). Organoids showing branched (black curve) and retarded growth (orange curve)
were characterized by a constant cell doubling time 7., (44 and 96 h, respectively) and a presumed pressure/elastic module ratio (P/E) of
0.003/pm. Organoids with an initially cystic but finally branched growth (red curves), as shown in Figure 2d, initially had a short effective .,
of 12 and 20 h, respectively, and higher values of P/E of 0.04/um. At the transition to branched growth, effective 7., increased from 12to 48 h
and from 20 to 80 h. In parallel, P/E also decreased to 0.003/um, which is consistent with a more than 10-fold increase of E. For the model
calculations, we assumed that the change of 1., was immediate, while that of P/E took 24 h. (d) Normal cyst-like and tumor organoids were
treated with 10 pM BrdU for 16 and 1 h, respectively. Organoids were stained for BrdU using the BrdU in situ Detection Kit (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) and for [-catenin (antibody sc-7199; Santa Cruz Biotech, Heidelberg, Germany) by double-fluorescence
immunolabeling. Nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Images were taken with an LSM 700 laser scanning
microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany). Scale bar 20 pm.
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Figure 6. Aspirin decreased transient cyst-like growth in long-term cultured organoids. (a) The average percentage + s.d. of growing organoids
from 8-month-old (left) and 12-month-old mice (right) cultured with aspirin for 1 week (N8 and N12 ENR1 ASA) n =3 mice/genotype, n=20
organoids/mouse). (b) After 18-week long-term culture with aspirin (N8 ENR18 ASA), the percentage of Msh2™"~ organoids with transient cyst-
like growth decreased compared with controls. The effect was also seen in Msh2*’~ and Msh2™"* organoids. The average percentage of
organoids + s.d. showing transient cyst-like growth was assessed every 8 h for 1 week (n=3 mice/genotype, n=10 organoids/mouse).
() Aspirin did not decrease the Abp score of the nucleotide repeat markers after 18-week long-term culture (n=3 mice/genotype, n=10
organoids/mouse, comparison at the inter-organoid level, mean +s.d.).

of Msh2™'~ organoids with initial cyst-like growth under reduced
R-spondin was considerably higher when cultured for 30
compared with 20 or 5 weeks only, suggesting an increasing
independence of R-spondin with proceeding long-term culture
(Figure 5a).

An intriguing question was, whether the observed changes
were inheritable. After four rounds of selection for organoids with
cyst-like growth, we found an slight enrichment of this growth
pattern in both, Msh2™~ (Figure 5b) and Msh2*/* organoids
compared with unselected cultures. Selected organoids of either
genotype with branched growth also tended to maintain this
pattern.

Transient increased growth rates in normal cyst-like organoids

In order to understand the changes from an initially cystic into a
finally branched growth (Figure 2d), we formulated and applied a
theoretical growth model that is capable of describing such
growth curves (Supplementary Information S4 and Figure 5c).
Transition from initially cystic to branched growth was found to be
associated with: (i) an increase of the effective cell doubling time
by a factor of about 4, that is, a decrease of the proliferation
activity within the organoid and (ii) a decrease in the ratio P/E by a
factor larger than 10. Thus, our data are in accordance with an
interpretation of the transition as a differentiation event because
cell differentiation: (i) increases the effective cell doubling time by
decreasing the fraction of proliferative cells and (ii) increases the
elastic module E of the tissue due to reorganization of cell-cell
contacts."

During cystic growth many organoids showed area doubling
times close to 12 h, that is, growth rates similar to those of tumor
organoids. Thus, we examined whether an initially cystic growth of
normal organoids may be attributed to a reversible tumor

© 2016 Macmillan Publishers Limited, part of Springer Nature.

precursor state. BrdU incorporation revealed that the proliferating
cells within such organoids were clustered in a cap, whereas in
tumor organoids they were distributed homogeneously. More-
over, the uniform cell size and distribution of nuclei distinguished
normal organoids with cyst-like growth clearly from tumor
organoids (Figure 5d).

Aspirin decreased the frequency and period of transient cyst-like
growth but not the Abp score

Application of aspirin for 1 week tendentially decreased the
percentage of outgrowing organoids in 12-, but not 8-month-old
Msh2™/~ mice (Figure 6a). It had no effect on the number of
Msh2*/~ and Msh2*’* organoids.

In normal Msh2™'~ organoids of 8-month-old mice cultured for a
further 18 weeks with aspirin, the percentage of organoids with a
transient cyst-like pattern and the period of this growth pattern
decreased compared with controls (Figure 6b). The effect was also
seen in Msh2”/~ and Msh2*"* organoids. Aspirin did not change
the Abp score of the markers A27, A33 and GA29 in Msh2™~
organoids, indicating that it could not correct nucleotide loss
in vitro (Figure 6c).

Aged Msh2™"~ normal tissue showed tumor-like gene expression
profiles

To characterize alterations in Msh2~~ mice in more detail, we
quantified gene expression of tissue samples and performed a
self-organizing map analysis. The correlation graph, calculated on
the base of the self-organizing map, showed two main clusters
(Figure 7a). One of these clusters was formed by all samples
of normal intestinal tissue of Msh2** and Msh2*’~ as well
as of C57BL/6J mice older than 3 weeks. Tissue of 4-month-old
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Msh2™~mice also belonged to this cluster. The second cluster share properties with profiles of the fetal intestine.'® Consistently,
comprised all tumors and organoids. Gene expression profiles of tissue of 2-week-old C57BL/6J mice was closely linked to the
organoids obtained from adult tissue have been demonstrated to second cluster. The two clusters were connected via samples of
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normal tissue of 12-month-old Msh2™~mice demonstrating that
tissue of these mice shared expression properties of both, normal
and tumor tissue. These similarities were evaluated in more detail
by analyzing the average portraits for global gene expression
(Figure 7b). Actually, the genes associated with selected spots of
the self-organizing map showed induced and repressed expres-
sion in Msh2~"~ normal tissue similar to tumor tissue for 169 and
209 genes, respectively (Figures 7b and c).

Further detailed expression analysis showed that gene sets
associated with hallmarks of cancer as genomic instability,
activated proliferation and replicative immortality (Supplementary
Information S5) were enriched from normal Msh2*”* and Msh2*'~ to
Msh2~"~tissue and tumors (Figure 7d). For other hallmarks, no clear
trend was observed. Strikingly, normal Msh2”~ compared with
Msh2** and Msh2*~ tissue showed enhanced expression of Hesl
and Ephb2, oncogenes at early tissue transformation,'®'” indicating
active Notch signaling and activated proliferation, respectively
(Figure 7e). In parallel, well-known tumor suppressors such as Kif4
and Cdkn1A™ were downregulated, confirming a former study.'® In
summary, tissue transformation in Msh2~~ mice also manifests at the
level of global gene expression.

DISCUSSION

We demonstrated that MMR deficiency, caused by a conditional
knock-out of Msh2, leads to progressive alterations of ISCs
throughout the intestine. Hallmarks of these alterations, followed
up in intestinal organoids, are: (i) a continuously increasing
MSI established immediately after birth, which occurs months
before changes in growth characteristics appeared, (ii) a frequent
transient cyst-like growth, that is, higher growth rates, in normal
Msh2™~ organoids which accumulates with the age of the mice
and (jii) occurrence of tumor precursors in macroscopic normal
tissue months before tumor onset.

The Cancer Genome Atlas (TCGA) project classified human
colorectal cancers into two major groups.2® The first group (~16%)
includes hypermutated cancers (such as those of the Msh2™/~
mouse) either with (i) high MSI, usually combined with MLH1-
silencing by hypermethylation or (i) somatic MMR gene and
polymerase & (POLE) mutations. The second group (~84%)
includes non-hypermutated microsatellite stable (MSS) but
chromosomal instable (CIN) cancers, mostly caused by APC
mutations. A more detailed classification based on gene expres-
sion analysis was recently provided by the Consensus Molecular
Subtypes Consortium.?' Irrespective of the subtype and classifi-
cation, sequential pathologic neoplastic changes have been
observed in most tumors to be associated with the accumulation
of sequential genetic and epigenetic molecular alterations in
1SCs.22-2% Our results suggest a very early accumulation of genetic
alterations already in ISCs of normal tissue of 2-month-old Msh2™~
mice. Functional relevant mutations in MMR-deficient I1SCs might
result from instable microsatellites in coding regions.?* However,
even in long-term cultured normal organoids of 8-month-old
Msh2™'~ mice or normal organoids of 12-month-old Msh2™'~ mice,
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we did not observe changes in three analyzed microsatellites
known to become instable in human MMR-deficient colorectal
cancers.®®

In contrast, MMR deficiency caused alterations of three selected,
large nucleotide repeat markers'® in all organoids already at the
age of 2 months. Almost always a nucleotide loss appeared,
confirming a formerly suggested mechanistic bias of repair
efficiency between deletions and insertions under MMR
deficiency.?® Changes in the size of the markers accumulated
further during aging. Moreover, nucleotide loss in microsatellite
markers of Msh2™~ mice increased from normal organoids to
adenoma organoids and tumor organoids. In parallel to these
changes, the mean percentage and period of Msh2™~ organoids
showing transient cyst-like growth increased. This suggests an
increasing genetic susceptibility for tumor development under
MMR deficiency. However, the score and growth characteristics
did not correlate at the level of individual organoids. Thus, the
changes in the genotype cause not mandatory changes in the
organoid growth characteristics, that is, phenotype. The faster
increase in MSI in vitro compared with in vivo cannot be explained
by positive selection via faster growth and represents a unique
feature of the mouse model.

In the presence of exogenous Wnt3a, which activates the
canonical Wnt pathway, mouse intestinal organoids form rounded
cysts."” Furthermore, organoids with permanent active Wnt, for
example, due to APC loss, can be selected by withdrawal of Wnt3a
and R-spondin from the culture.?’ In our study the enrichment
of cyst-like growth in long-term cultured Msh2™'~ organoids
came along with increasing independency from R-spondin. Thus,
transient cyst-like growth appears to be characteristic for
organoids containing altered ISCs that are less dependent on
exogenous Wnt than their normal counterparts. Consistently, the
susceptibility for cyst-like growth was an inherited feature.

Most likely, this growth pattern originates from alterations of
Wnt signaling. Recently, Schuijers et al?® observed that the
bistable switch between high and low expression of an ISC-related
subset of Wnt target genes, which is observed at the border of the
ISC niche, originates from a positive auto-feedback of the
transcription factor Ascl2, and depends on the level of exogenous
Whnt stimulation, for example, by R-spondin. We hypothesize that
specific alterations of this regulatory circuit, which comes along
with a competitive advantage of the altered 1SCs, progressively
increase the range of the bistable states, and eventually lead to
independence of the high Wnt target gene expression state from
exogenous Wnt stimulation (Figure 8). Obviously, these alterations
are in part a consequence of the present genetic instability,
causing transcriptional deregulation, but might in parallel refer to
general age-related drifts of the epigenome.?® They increase the
susceptibility to tumor formation but do not seem to be sufficient
to induce it.

Whole tissue gene expression profiles indicate that the
observed alterations in ISCs occur in the entire intestine. Intestinal
tissue of 12-month-old Msh2”~ mice had a gene expression
profile with tumor features. Upregulated Hes1 indicates activated

N

Figure 7. Gene expression profiles of Msh2™'~ normal intestine indicate tissue transformation. (a) Correlation based clustering of gene
expression profiles for intestinal tissue of the various Msh2 and C57BL/6J mice and organoids including normal tissue and tumor expression
profiles. (b) Average self-organizing map (SOM) portraits for global gene expression in aged normal Msh2**, Msh2*/~ and Msh2™'~ intestine
and tumors and the positions of the two spots selected for further analysis. (c) Heatmaps of the expression of genes associated with
spot 1 and 2. Genes enclosed in the two spots showed decreased (spot 1) or increased (spot 2) expression from Msh2™’* and Msh2*'~ to
Msh2™""tissue and tumors. The average expression of the individual genes over all samples used in the SOM was used as reference. (d)
Standard box plots of gene expression of curated gene sets associated with hallmarks of cancer given as gene set Z (GSZ) scores. Expression
within normal Msh2*'~ and Msh2™* intestinal tissue was compared with Msh2™’~ tissue and tumors (n =6 mice/genotype, mean + s.d., Mann
Whitney U-test, *P < 0.05, **P < 0.01). (e) Induction of oncogenes at early tissue transformation (left) and repression of tumor suppressors
(right) quantified in tumor tissue compared with normal Msh2™"~ and to Msh2*/~ and Msh2** tissues. The latter showed a nearly identical
expression pattern and were thus merged to one group (n =6 mice/genotype; mean + s.d.,, Mann Whitney U-test, *P < 0.05, **P < 0.01).
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Figure 8. The regulatory circuit of ISCs becomes altered during
ageing and long-term culture. ISCs are capable of translating an
exogenous Wnt gradient into discrete fate decisions by utilizing an
Ascl2 auto-feedback loop.?® These decisions are in general reversible.
(a) Normal organoids of mice <8 months require ENR (EGF, noggin,
R-spondin) for growth. Secretion of Wnt activators by the organoid
cells themselves; for example, Wnt3a secretion by Paneth cells' % is
not sufficient to enable a state of high Wnt target gene expression
(E/E,.ay) as required for ISC self-renewal. The colored area indicates
the level of exogenous Wnt activation realized in normal organoid
culture with addition of ENR. (b) We suggest that during mouse
ageing (N12 ENR1) and long-term culture of normal organoids (N8
ENR18), the Ascl2 regulatory circuit becomes altered by accumulat-
ing mutations, particularly in Msh2™~ tissue or organoids. Altera-
tions that enable an increased independence from exogenous Wnt
activation by ENR stabilize the ISC state and thus provide the ISCs
with a competitive advantage. Accordingly, clones of these ISCs will
expand during long-term organoid culture and cyst-like growth will
become more and more frequent. (c) Only in Msh2™"~ mice a few
ISCs reached complete independence from exogenous Wnt activa-
tion (no R-spondin) after 8 months, being then rarely capable of
forming adenoma or tumor organoids (A8 E1, A12 E1, T12 E1). The
high Wnt target gene expression state becomes locked, even in a
culture without the addition of R-spondin. For simplification, the
accessible range of exogenous activation by Wnt producing cells in
the organoids is assumed to be equal for all organoids.

Notch. Consistently, active Notch promotes initiation but not
persistence of cyst-like organoid growth pattern.'* Recently, Notch
activity was found to counteract high Wnt in ISCs, thereby
suppressing their specification into secretory lineages.*® Thus,
high Notch appears to facilitate activation of Wnt signaling, which
is required for permanent cystic growth, as seen in ‘spheroids’
derived from mouse or human tumors.®'**' Abnormal cellular
proliferation in transformed tissue is consistent with our findings
of elevated expression of Ephb2 32 and downregulated Kif4 and
Cdkn1A.'833
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Tumor precursor cells, raised from macroscopic normal Msh2™"~
intestinal epithelium, appeared 4 months earlier than the first
tumor. They grew independently of R-spondin towards organoids
with a cystic pattern and high growth rates, similar to tumor
organoids, suggesting that many of them reached a state of
permanent Wnt activation. However, further mutations are
obviously required for tumor initiation. Our data on long-term
and multistep tissue transformation under MMR deficiency concur
with recent findings in Lynch syndrome patients.** In these
patients lesions with MMR gene inactivation are frequently
observed but do rarely progress to tumors. Thus, an astonishing
robustness of intestinal function against massive mutation can be
stated, which might be based on frequent elimination of mutated
ISCs by clonal competition®** and/or selection within the context of
DNA damage.*

Although cyst-like growth occurred more frequently in Msh2™~,
it was also detected in Msh2*/~ and Msh2*"* organoids following
long-term culture. Selection for either cyst-like or branched
growing organoids from one culture enriched the specific pattern.
This means that accumulation of genomic imbalances also
sporadically occurred at normal MMR and reached, most probably
due to positive selection, at detectable level during long-term
expansion. Thus, our study also addresses safety aspects in gut
tissue engineering and regenerative medicine. Application of
human intestinal organoids as an advanced therapy medicinal
product has the potential to overcome the difficulties as well as
ethical and legal concerns associated with the use of human fetal
stem cells.”'® To correct unwanted positive selection of altered
cells or to suppress genomic imbalances during in vitro organoid
expansion, adapted specific culture conditions may be one option.
Aspirin was found to be effective in preventing colonic adenomas
and colorectal cancer in Lynch syndrome patients*® In the
VCMsh2“LPmodel, aspirin increased lifespan and delayed
tumor onset in these mice.® In our study aspirin decreased (i)
the outgrowth of Msh2™~ organoids in aged mice and (i) the
frequency and period of transient cyst-like growth but not the
Abp score in organoids irrespective of the mouse genotype. As
suggested by modeling, transition from an initially cystic to a
finally branched growth can be explained by a reduced effective
proliferation rate and an increased elastic module of the
epithelium. Both effects are known to occur during epithelial
differentiation.'”'* Thus, aspirin might promote intestinal differ-
entiation, and thus impedes expansion of altered cells. Mesalazine
and thymogquinone, which attenuate Msh2™'~ tumor development
and reduce MSI in Msh2™"~ mice,*” may be examined to correct
unwanted genetic imbalances during organoid expansion.

In summary, intestinal organoids of mice with MMR deficiency
and their respective heterozygous carrier and control mice
enabled mechanistic insights into the accumulation of genetic
imbalances during aging, long-term culture and growth factor
withdrawal of ISCs. Early interventions that suppress essential
steps in pre-neoplastic transformation in the intestine are
depicted.

MATERIALS AND METHODS
Ethics statement
This research complied with the ethics guidelines of the University of

Leipzig. For the generation and breeding of transgenic mice we obtained
ethics approval from the Landesdirektion Leipzig (TVV 12/15).

Mice

The mouse strains B6.5JL-Tg(Vil-cre)997Gum/J and B6.Cg-Msh2tm2.1Rak/)
mice® were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA).
By crossing both the conditional Msh2 allele was placed under the control
of the Villin-Cre transgene. Mice were genotyped as described.®
VCMsh2" PP (in  short Msh2™7), VC"Msh2'*  (Msh2*'"),
VC"Msh2 P (Msh2*/*) and wild-type C57BL/6) mice were bred
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under specific pathogen-free conditions. In our breeding facility, Msh2™~
mice developed spontaneous intestinal tumors after 11 months.

To detect specified effects five mouse triplets of each age were
compared, showing only small variability in their MSI status.

Organoid culture

Six centimeters of the jejunum were used to isolate crypts from
macroscopically normal tissue by treatment with cold 2 mm EDTA chelation
buffer.'? This fraction was termed N (normal). The remaining tissue pellet
potentially containing adenoma cells attached to the mesenchyme was
further digested with 75U/ml collagenase type IX (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) and 125 pg/ml dispase type Il (Life Technologies,
Darmstadt, Germany).'? This fraction was termed A (adenoma). In 12-
month-old Msh2™/~ mice, the number and location of the tumors were
recorded for the entire small intestine. The two largest tumors were
dissected, minced and treated with digestion buffer.'? The resulting
fraction was termed T (tumor). To generate organoids, about 50 isolated
normal crypts (N) or adenoma crypt fragments (A) as well as isolated tumor
cells (T) were seeded in 10 pl matrigel (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) in 96-well plates® About 50 ng/ml EGF (Life Technologies), 20%
Nog-Fc-conditioned medium and 10% Rspol-Fc-conditioned medium
(ENR) were added to the organoid culture medium.® The Rspol-Fc-
expressing and the Nog-Fc-expressing cell lines were kind gifts from Calvin
Kuo (Stanford, CA, USA) and Gijs R van den Brink (Amsterdam,
Netherlands),*® respectively. The adenoma and tumor organoids were
cultivated with EGF only (E). Normal organoids of 8-month-old mice were
cultured with or without 1 mm aspirin (Sigma) for a further 18 weeks. At the
end, the MSI status and growth characteristics of single organoids derived
from normal tissue (N, A) or tumors (T) were available (Supplementary
Information S1). All organoids of one specific fraction of one mouse were
cultured together. For proliferation analysis, organoids were treated with
10 pm BrdU (Sigma). BrdU incorporation was detected with the BrdU in situ
Detection Kit (BD Biosciences).

MSI analysis

Single organoids were picked under microscopic control and transferred
into 50 pl Quick Extract extraction solution (Epicentre, Madison, WI, USA),
which was heated at 65 °C for 6 min and at 98 °C for 2 min. The assessment
of the MSI phenotype was accomplished with the three nucleotide repeat
markers A27, A33 and GA29."® About 2.3 pl of the DNA extraction solution, 1
unit DreamTaq Green DNA polymerase (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), and 1 pm of the primers (BioTeZ, Berlin, Germany) were used
for MSI analysis of a single organoid in a 12.5 pl multiplex qPCR reaction
with 59 °C annealing temperature over 28 cycles. The forward primers
(Supplementary Information S2) were either ATTO550-, hexachlorofluor-
escein- or fluorescein-labeled. Supplementary Information S2 also contains
information on three mononucleotide repeats located in coding regions (A9
in Chek1, A10 in Grb14, A9 in Tcf7121). One microliter PCR product was run
together with 025pul GeneScan 500 ROX dye Size Standard (Life
Technologies) on an ABI 3130XL fluorescence sequencer (Life Technologies).
The lengths of the PCR products of each nucleotide repeat marker were
determined using GeneMapper Software (Life Technologies). The standard
allele size of the markers, determined in gDNA from tail tips of Msh2*/* mice
(n=10), was 143 (A27), 141 (A33) and 156 bp (GA29). MSI scores (Figure 1b),
heatmaps (Figure 1c) and Abp scores (Figure 4c) were generated to illustrate
the extent of alterations in the nucleotide repeat markers.

Video analysis and analysis of growth curves

Growth of organoids was recorded by 3D Life Scanning microscopy
consisting of a CKX41 microscope (Olympus, Hamburg, Germany) and an
incubation system (ibidi, Martinsried, Germany). Organoids were split 1 day
before z-stack series were taken for 6 days every 8 h. All-focus images were
generated using the Extended Focus Imaging projection tool of the
CellSens software (Olympus) to combine the different z-stacks into one 2D
picture. The area A of the cross-section of growing organoids within the all-
focus image was measured for all time points using an ImageJ-based in-
house plugin and quantified relative to that of the first time point A,
Video-observed organoids were picked and analyzed for MSI. The number
of growing organoids was counted and the growth pattern of each
organoid was assessed every 8 h either as branched, that is, multiple crypt-
like structures projecting outward, cyst-like, that is, hollow spheres
with few projections, or cystic, that is, hollow spheres by two blinded
independent investigators (KK1, TK). Growth curves of the relative
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organoid area A/A; were analyzed using Origin7.0 (Origin Lab Corporation,
Northampton, MA, USA). Average growth curves were fitted to an
exponential growth model, In (A/Ag)=[(t—to)/T4)In(2) with a linear
increasing area doubling time 74, where t is the organoid growth time
and t, the time at the first time point measured.

Modeling organoid growth

Mathematical modeling of organoid growth was performed to calculate
effective cell doubling times and to interpret the observed changes of the
area growth rates at transition from an initially cystic to branched organoid
growth (Figure 2d). The model enables the quantification of effective cell
doubling times within the organoid and the ratio between the pressure P
inflating the organoids and their surface elastic module E, that is, P/E. It
makes no assumption about the local distribution of proliferating cells
within an organoid. The model assumptions are summarized in
Supplementary Information S4.

Microarray analysis

mRNA from normal intestine samples of 4-month-old Msh2™~ (n=2),
Msh2* (n=2), 12-month-old Msh2”~ (n=7), Msh2"~ (n=3),
Msh2**(n=3) and 2-week-old (n=4), 3-week-old (n=4), 9-week-old
(n=4) and 4-month-old (n=2) wild-type C57BL/6) mice, Msh2~/~ tumors
(n=5) as well as from intestinal organoids of a 4-month-old C57BL/6J
mouse (n = 2) was extracted using Trizol (Thermo) and analyzed partially in
replicates with the Bead Chip Array MouseRef-8 v2 (lllumina, San Diego,
CA, USA) according to the manufacturer's recommendations. Data were
selected by a P-value < 5 % from the background corrected raw data. The
base-10 logarithmic expression data were analyzed by the oposSOM R
package®® We generated and analyzed meta-gene sets from gene
ontology and literature gene sets selected according to functions and
processes related to cancer hallmarks. Supplementary Information S5
summarizes the hallmark sets in terms of number of genes and the
individual gene sets included. Expression within normal Msh2"~ and
Msh2*"* intestinal tissue was compared with Msh2™~ tissue and tumors.

Statistics

The inter-mouse variability for the percentages in MSI scores and growth
characteristics of the organoids are shown (mean+s.d., number of mice
3-5; randomly selected organoids of all analyzed organoids, the specific
number of mice and organoids was indicated in the figure legends). To
calculate inter-mouse variability, first the organoids of a given mouse were
averaged. For the Abp score (Figures 4c and 6c¢) the genotype and fraction,
thus inter-organoid variability, was the level of comparison (T-test; SPSS
version 20.0; IBM, Ehningen, Germany). To demonstrate variability among
all analyzed organoids of one specific fraction, in Figures 2c and 4d the
data of all analyzed organoids are shown. For statistical analyses of tissues
see Microarray analysis (P-values less than 5% were considered as
significant and indicated with *P < 0.05, **P < 0.01 or ***P < 0.001).
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