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GO: gene ontology
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IFN: Interferon
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IRF3: interferon regulatory factor 3
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ROS: reactive oxygen species

rpm: revolutions per minute

SDS: sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM: standard error of the mean
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siRNA: small interfering RNA
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T: tumor
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UPR: unfolded protein response
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1. Einleitung

1.1 Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Der Begriff der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (CED) beschreibt schubweise
verlaufende, chronisch-rezidivierende Entziindungen des Gastrointestinaltraktes [1]. Die
beiden Unterformen Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) manifestieren sich sowohl
in verschiedenen Abschnitten des Magendarmkanals als auch in unterschiedlichen Bereichen
der Darmwand selber, wodurch sich variierende Auspragungen der klinischen Symptome und
der extraintestinalen Begleiterscheinungen ergeben [1]. Zugrundeliegende Patho-
mechanismen sind komplex und trotz umfangreicher Forschungsarbeiten noch nicht
vollstandig geklart; als Ursache der schlussendlich resultierenden dysfunktionalen
Immunantwort werden neben hereditdren Ursachen und Umwelteinfliissen auch gestorte
Interaktionen zwischen intestinaler Bakterienflora und epithelialer Barriere des Wirts-
organismus diskutiert [2, 3]. Therapieansdtze sind deshalb in erster Linie antiphlogistischer
Natur, die einzige kurative Option stellt momentan die totale Proktokolektomie mit ileoanaler

Pouchanlage bei CU dar [1].

1.1.1 Klinisch relevante Aspekte

Das Hauptmanifestationsalter fiir CED liegt zwischen dem zweiten und dritten
Lebensjahrzehnt [4]. Bei CU handelt es sich um eine kontinuierliche Entziindung, die sich vom
Rektum beginnend in den Dickdarm ausweitet, dabei aber auf die Mukosa begrenzt bleibt [4].
MC hingegen kann alle Abschnitte des Gastrointestinaltraktes betreffen; eine
diskontinuierliche, transmurale Ausbreitung der Entziindung ist hierbei ebenso typisch wie die
Entwicklung von Komplikationen, welche von Fisteln und Abszessen bis hin zu Strikturen und
Stenosen reichen [1]. Mikroskopisch lassen sich nicht-verkdsende Epitheloidzellgranulome
auffinden, wahrend CU durch Kryptenabszesse gepragt ist [1]. Die Leitsymptomatik umfasst
in beiden Fallen von starken Bauchschmerzen begleitete Durchfille. Je nach Ausmal des
Schubes gehen diese mit Fieber und bei CU-Patienten zusatzlich mit durch Hamatochezien
verursachten Andamien einher [5]. Nicht selten manifestieren sich CED auch extraintestinal in
Form von enteropathischen Arthritiden, Entziindungen des Auges, primar sklerosierender
Cholangitis (PSC) und Hauterscheinungen [1]. Flr beide Entitdten kann fiur die Beurteilung der
Entziindungsaktivitdt eine Vielzahl von klinischen Indices herangezogen werden [6]. Die

Diagnosestellung erfolgt aus einer kombinierten Evaluation der klinischen Symptomatik, der

1



endoskopischen und radiologischen Befunde, der laborchemischen Parameter und der

extraintestinalen Komplikationen [5].

1.1.2 Genetische Einfliisse

Zahlreiche Forschungsarbeiten befassen sich mit dem Einfluss genetischer Faktoren auf die
Entstehung von CED. Genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association studies,
GWAS) beschreiben Genorte (Loci) auf mehreren Chromosomen, die mit einer erhohten
Anfalligkeit fir die Entwicklung von CED einhergehen [7]. Hierzu gehéren mehr als 200
Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP), welche teilweise
auch in der Atiologie von anderen immunvermittelten Erkrankungen wie Psoriasis oder PSC
eine Rolle spielen [8, 9]. Mit diesen Daten einhergehend wurde fiir erstgradig Verwandte von
Patienten mit CED ein um ein mehrfaches erhohtes Risiko fiir die Entwicklung selbiger
festgestellt [10, 11]. Zwillingsstudien haben hohe Konkordanzraten fiir beide Entitaten
ergeben [12], die stirkste Ubereinstimmung lieR sich fiir die Prévalenz von MC in eineiigen
Zwillingen dokumentieren [13]. Ferner zeigen CED-Studien aus Nordamerika Ethnien-
abhangig unterschiedliche Entziindungslokalisationen und extraintestinale
Begleiterscheinungen [14]. Dass in der Genese letzterer ebenfalls eine genetische
Komponente zum Tragen kommt, wird in ihrer Assoziation mit Allelen des humanen
Leukozytenantigen-Systems (HLA) offenkundig [15]. Obwohl CED als polygenetische
Erkrankungen charakterisiert werden, sind wenige, sehr friih in Erscheinung tretende,
monogenetische Formen beschrieben. Diese stellen sich sowohl bezlglich der

Diagnosestellung als auch der Therapie als komplizierter dar [16].

Einige der Gene, die innerhalb der CED-assoziierten Loci liegen und die Erkrankungsanfalligkeit
beeinflussen, sind bereits identifiziert worden. CARD15 (caspase-recruitment domain 15), das
wohl bekannteste Risikogen fiir MC, kodiert fiir das Protein NOD2 (nucleotide-binding-
oligomerisation-domain 2), welches als zytosolischer Rezeptor der Pathogenerkennung dient
[17, 18]. Die Produkte anderer Risikogene regulieren Prozesse, die im Falle von Infektionen
oder Entziindungen die Aufrechterhaltung zelluldirer Homoostase gewadhrleisten. Hierzu
gehoren neben zentralen Mediatoren der Autophagie (ATG16L1, IRGM) [19, 20] und der bei

ER-Stress (Endoplasmatisches Retikulum) eingeleiteten unfolded protein response (UPR; XBP1,



ORMDL3) [20, 21] auch fir die Induktion addaquater Immunantworten bendétigte Zytokine und
deren Rezeptoren (IL23R, IL10) [22, 23].
Auf die zentralen mechanistischen Aspekte von Autophagie, ER-Stress und UPR sowie der

hierbei involvierten Gene wird in Kapitel 1.3 ausfihrlich Bezug genommen.

1.1.3 Einfliisse von Umweltfaktoren

Neben genetischen Faktoren tragen individuell verschiedenste Umwelteinflliisse zur
Manifestation der CED bei.

Hohe Inzidenz- und Pravalenzraten in Patientenkollektiven in Nordamerika und Nordeuropa
bei gleichzeitig geringen Fallzahlen in beispielsweise Asien und Sidamerika lassen auf den
ersten Blick eine geographische Pragung des Auftretens von MC und CU vermuten [2, 3]. Da
jedoch bei Migranten, die sich raumlich entlang eines ansteigenden CED-Pravalenzgradienten
bewegen, ebenfalls zunehmende Ausbildungen einer der beiden Entitaten dokumentiert
werden [24], wird eine vorrangig geographisch bedingte Genese der CED als eher
unwahrscheinlich eingestuft. Ebenfalls nicht mit dieser urspriinglichen Hypothese in Einklang
zu bringen sind parallel zur Industrialisierung steigende Zahlen von CED-Diagnosen in
Schwellenlandern wie China, in denen beide Erkrankungen bisher eher selten auftraten [25].
Als relevante atiologische Einflussfaktoren der CED werden daher vor allem der Zugang zu
medizinischen Versorgungseinrichtungen, die Qualitat der staatlichen Gesundheitssysteme
und die jeweilig vorherrschenden Hygienestandards angesehen. Im Hinblick auf letztere ist
anzunehmen, dass eine adaquate Immuntoleranz erst durch eine ausreichende luminale
Konfrontation mit multiplen Antigenen ausreifen kann [3].

Das gehaufte Auftreten von MC und CU in bestimmten Regionen legt darliber hinaus die
Vermutung nahe, dass unterschiedliche Erndhrungsgewohnheiten die Anfalligkeit fir eine der
beiden Erkrankungen beeinflussen. Etliche bisherige Studien zu den Effekten der vermehrten
Aufnahme bestimmter Nahrungsbestandteile sind im GroBen und Ganzen jedoch
widersprichlich und lassen noch keine abschliefenden Urteile zu [26].

Deutlicher belegt werden konnte hingegen, dass Zigarettenrauchen eine protektive Wirkung
auf CU-Exazerbationen auszuliben scheint. Mechanistisch ist dies vermutlich auf verstarkte
Schleimproduktion bei gleichzeitig verminderter Expression proinflammatorischer Zytokine
zurlickzuflihren. MC-Patienten indessen erfahren durch Rauchen eine Verschlimmerung der

Krankheitsaktivitat; zugrunde liegt offenbar eine gesteigerte Neutrophileninvasion [27, 28].
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Die Moglichkeit einer psychosomatisch bedingten Genese vieler Krankheiten wird oftmals erst
nachrangig in Betracht gezogen. Auch flir CED lassen sich Zusammenhdnge zwischen
psychischen Belastungssituationen und einer Reaktivierung der jeweiligen Erkrankung
festhalten [29]. Auf molekularer Ebene stehen dahinter sowohl Entziindungsmediator-
vermittelte als auch direkte neuronale Interaktionen mit Bestandteilen des Immunsystems,
welche die Schmerzwahrnehmung, Darmmotilitat und inflammatorische Aktivitat modulieren

[30, 31].

Nicht zuletzt wird auch dem Zusammenspiel des intestinalen Mikrobioms mit seinem Wirt
eine tragende Rolle in der Pathophysiologie der CED zugeschrieben. Dies verdeutlicht sich in
der Tatsache, dass unter keimfreien Bedingungen gehaltene Mause solange keine spontanen
Colitiden entwickeln, bis ihre Darme mit kommensalen Mikrobiota besiedelt werden [32].
Einhergehend damit wird beobachtet, dass die partielle Unterbindung intestinaler
Stuhlpassage durch lleostomie die Rekurrenz von MC-Lasionen in Bakterien-befreiten
Darmabschnitten verhindert [33]. Alleinig auf eine oder mehrere bestimmte Spezies
zurlickgefihrt werden kann dieses Phanomen allerdings nicht [34]. Beim Menschen erfolgt die
mikrobielle Kolonisation des zunachst sterilen Neugeborenen-Darmes je nach gewahlter
Geburts- und Ernahrungsform individuell unterschiedlich [3, 35]. Die entstehende Beziehung
zwischen Wirt und Mikroorganismen gestaltet sich symbiotischer Natur; die Darmflora ist
dariiber hinaus durch Beeinflussung der Genexpression benachbarter Zellen an der Steuerung
zentraler intestinaler und immunregulatorischer Funktionen beteiligt [34, 36]. Im Falle von
CED-Patienten hingegen ist diese physiologischerweise von Toleranz gepragte Interaktion
durch proinflammatorische Prozesse (iberlagert [37, 38]. Ob die pathologisch verdnderten
humoralen und zelluldren Abwehrstrukturen der Betroffenen das intestinale symbiotische
Gleichgewicht beeintrachtigen, oder ob andersherum die beobachtete Veranderung der
mikrobiellen Zusammensetzung die Entziindungsreaktion des Wirtes bedingt, ist Gegenstand
aktueller Forschungsarbeiten [39]. Verstiarkend zu solcherlei Uberschiefenden
immunologischen Reaktionen trdgt eine erhohte epitheliale Permeabilitdit im Darm der

Erkrankten bei [40, 41].

Zusammenfassend muss fir jeden CED-Patienten das komplexe Zusammenspiel der

erwahnten Faktoren im Hinblick auf eine individualisierte Therapie beriicksichtigt werden.
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1.1.4 Aktuelle therapeutische Ansétze

Da kausale, empirisch validierte CED-Behandlungsregime bislang nicht verfiigbar sind,
beruhen die gangigen, stufenweise aufeinander aufbauenden Therapieoptionen auf dem
Htrial and error“-Prinzip [3]. Als Basisbehandlung zur Remissionsinduktion wird die
Verwendung oral oder rektal applizierter Aminosalicylate empfohlen, alternativ kdnnen
topische Steroide eingesetzt werden [42, 43]. Kompliziertere Verldaufe erfordern die
Anwendung von systemischen Glukokortikoiden, Immunsuppressiva oder Biologika [44]. Zu
letzteren beiden Gruppen zdhlen neben Calcineurininhibitoren und Thiopurinen auch der
aaP7-Integrin-Inhibitor Vedolizumab; als ebenso effektiv hat sich die Blockade des bei CED-
Patienten vermehrt aktiven proinflammatorischen Zytokins TNF-a (tumor necrosis factor
alpha) mithilfe rekombinanter Antikorper erwiesen [1, 45-49]. Neuere Substanzklassen, die
bei schweren Verlaufen ebenso eingesetzt werden kdnnen, umfassen den seit August 2018
fur CU-Patienten zugelassenen JAK (Januskinase) / STAT-Inhibitor Tofacitinib sowie den gegen
IL-12 und -23 gerichteten monoklonalen Antikérper Ustekinumab fiir MC-Erkrankte [50, 51].
Zur Remissionserhaltung ist die Gabe von Aminosalicylaten, Vedolizumab, Thiopurinen oder
TNF-a-Inhibitoren indiziert [1, 52]. Unerwiinschte Nebenwirkungen beinhalten ein erhéhtes
Infektionsrisiko unter immunsuppresiver Therapie, die steroidbedingte Dysregulation
endokrinologischer Regelkreislaufe und myelosuppressive Effekte bei Zytostatikaapplikation
[1]. Auf operative Eingriffe ist lediglich bei schwerwiegenden Komplikationen, epithelialen
Dysplasien sowie im Zuge einer kurativen Behandlung von CU-Patienten durch
Proktokolektomie mit ileoanaler Pouchanlage zurtickzugreifen [53-55].

Ob die hier dargelegte ,step up“-Strategie einer umgekehrt strukturierten ,top down“-
Herangehensweise unterlegen ist, bleibt Gegenstand von Diskussionen. Im Rahmen der top
down Variante wird durch das initiale Einsetzen potenter Biologika zwar eine zligige
Mukosaheilung erzielt, ein Therapieansprechen ist bei jener mit risikoreichen
Nebenwirkungen verbundenen BehandlungsmalRnahme jedoch nicht garantiert [56].

Da bei beiden Entitdten das Risiko fiir kolorektale Karzinome (colorectal cancer, CRC) erhoht
ist, sind regelmaRige Koloskopien obligat [57]. Nichtsdestotrotz ist die Lebenserwartung bei
optimaler Behandlung im Falle von CU nicht und bei MC-Erkrankten nur geringfiigig
eingeschrankt [58, 59]. Zukiinftige Therapieprinzipien beruhen auf dem Eingriff in weitere, bei
CED-Patienten gesteigert aktive Signalwege; mogliche Angriffspunkte stellen hierbei T-

Zellrezeptoren, diverse Zytokine und Regulatoren der Leukozytenmigration dar [5].
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1.2.Tumorentstehung im Kontext von CED

Intestinale Neoplasien stellen eine schwerwiegende Komplikation bei CED-Erkrankungen dar
[60]. Sowohl MC- als auch CU-Patienten besitzen ein erhodhtes Risiko, eine als ,Colitis-
assoziierte kolorektale Karzinome“ (CAC) bezeichnete, CED-spezifische Unterform der CRC zu
entwickeln [61]. Pathomechanistisch ist dies auf im Rahmen der Darmentziindungen
eingeleitete, epitheliale Regenerationsprozesse zuriickzufihren: Durch konstante
Zellteilungen wird zwar eine Mukosaheilung ermdglicht, aufgrund der vorherrschenden
inflammatorischen Bedingungen geht dies jedoch mit dem Risiko unkontrollierter
Proliferation und konsekutiver Tumorentstehung einher [62-66]. Die komplexen Hintergriinde

werden im Folgenden naher erlautert.

1.2.1 Allgemeine Pathomechanismen der Tumorigenese

Initial liegen der Tumorentwicklung (epi)genetische Verdnderungen zugrunde, die eine
Dysregulation des kontrollierten homdostatischen Zusammenspiels von Proliferation,
Ausreifung und Zelltod nach sich ziehen [67, 68]. Wahrend die haufiger vorkommenden
sporadischen Neoplasien auf endo- oder exogen bedingte DNA-Beschadigungen
zurickzufihren sind, beruhen hereditare Tumoren auf monoallelischen
Keimbahnmutationen, welche durch eine somatische Verdanderung des zweiten Allels
komplementiert werden [68-71]. Unabhangig davon kénnen neoplastische Zellen die Anzahl
onkogener Mutationen auch eigenstandig erhdhen, indem die unter physiologischen
Umstanden friihzeitig anspringende DNA-Reparaturmaschinerie umgangen und gleichzeitig
die Anfalligkeit gegenilber Erbgut-schadigenden Kanzerogenen gesteigert wird [72]. Derartig
mutierte Zellen werden bevorzugt selektioniert und durch die konsekutive Akquirierung der
im Folgenden nadher beschriebenen, von Hanahan und Weinberg zusammengestellten
»Hallmarks of Cancer” zu autonomem Wachstum befahigt [72, 73]. Die Strukturierung dieses
Kapitels orientiert sich an ihren Erkenntnissen.

Das erste der von den Autoren dargelegten Tumorkennzeichnen befasst sich mit
zellzykluskontrollierenden Protoonkogenen, welche im Rahmen der Krebsentstehung haufig
mutieren und in dieser neuen Variante als Onkogene bezeichnet werden [74]. Dies bedingt
entweder eine verstarkte Sekretion von Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF, TGF-a), eine
partielle konstitutive Aktivierung in Bestandteilen der diesen nachgeschalteten

Signaltransduktionsketten (Rezeptor-Tyrosinkinasen, BRAF / MAPK- und PIK3 / AKT-Kaskade)
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oder eine Inhibierung negativer Riickkopplungs-Mechanismen (RAS, PTEN, mTOR), so dass der
normalerweise strikt bedarfsadaptierte Prozess der Proliferation nun kontinuierlich ablauft.
Die diesen Effekt komplementierende Deaktivierung von wachstumsregulierenden
Tumorsuppressoren wie dem Retinoblastom-Protein oder p53 wird von den Forschern als
zweites Neoplasiekriterium angeflihrt. Zusatzliches Vervielfaltigungspotenzial ermdglichen
weiterhin die beiden folgenden Tumorhauptmerkmale: Zum einen kdnnen mutierte Zellen der
normalerweise im Falle von genomischer Instabilitdt eingeleiteten Prozedur der Apoptose
entgehen; hierflr ursachlich sind entweder frilhe Funktionsverluste Zelltod-induzierender
Kontrollinstanzen (insbesondere von TP53) oder die lberwiegende Ansteuerung anti-
apoptotischer Signalwege. Zum anderen gewahrleisten vermehrt exprimierte Telomerasen
uneingeschranktes Replikationsvermogen, indem sie natirlichen, lebenslimitierenden
Telomerenverkiirzungen entgegenwirken. Das flinfte Charakteristikum befasst sich mit dem
sogenannten ,,angiogenic switch”: Hierunter wird die Initilerung einer Neovaskularisation
verstanden, welche fiir den Metabolitentransport des gesteigerten, primar auf glykolytischen
Prozessen beruhenden Tumorstoffwechsels (,Warburg-Effekt”, [75]) unerldsslich ist.
Schlussendlich wird das sechste Neoplasiekennzeichen den malignitatsdefinierenden
Eigenschaften der Invasion und Metastasierung gerecht, im Zuge derer Tumoren ein als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnetes embryonales Migrationsprogramm
reaktivieren. Zwecks unbehelligter Ausbildung der dargelegten Hallmarks of Cancer regen
Neoplasiezellen ~ benachbarte  Zellen  zur  Sekretion  tumorerhaltender  und
wachstumsférdernder Faktoren an. Infiltrierenden Immunzellen wird dabei eine ambivalente
Rolle zuteil; einerseits dienen auch sie der Unterhaltung des Tumors, andererseits obliegt
ihnen die Generierung antitumoraler Immunantworten. Nichtsdestotrotz verbleiben
ergriffene AbwehrmalRlnahmen zumeist ineffektiv, da Krebszellen zur Evasion der

Immundetektion in der Lage sind.

Bislang ist ungeklart, von welcherlei Zelltypus Tumoren ihren Ursprung nehmen. Eine aktuelle
Hypothese besagt, dass Neoplasien hierarchischen Entwicklungsstrukturen unterliegen
konnten, deren Ausganspunkt sogenannte ,Tumorstammzellen” (cancer stem cells, CSC)
darstellen. Abgeleitet ist diese Theorie aus der Erkenntnis, dass post transplantationem nur
jene Neoplasiezellen, welchen Stammzell-definierende Charakteristika zu eigen sind, neue

Tumoren hervorrufen kdnnen [76].



1.2.2 Kolorektale Karzinome (colorectal cancer, CRC)

Kolorektale Karzinome (colorectal cancer, CRC) stellen die weltweit am dritthaufigsten
auftretende Tumorentitat dar [77]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70 Jahren [78]. Zu
den wichtigsten Darmkrebs-assoziierten Risikofaktoren zdhlt neben einer positiven
Familienanamnese gleichermaRen eine vorbestehende CED-Erkrankung; auBerdem kdnnen
ein mannliches Geschlecht, fortgeschrittenes Lebensalter, der ilbermaRige Konsum von rotem
oder prozessiertem Fleisch sowie ein chronischer Nikotin- und Alkohol-Abusus im Rahmen der
Tumorigenese eine Rolle spielen [79]. Hereditdre Komponenten der Darmkrebsentstehung
spiegeln sich in Form 35 %-iger Konkordanzraten in Zwillingsstudien wider [80], dennoch
machen die beiden familiaren CRC-Entitdaten nur 5 % der Neuerkrankungen aus [81]. Im Falle
der familidren adenomatosen Polyposis (FAP) liegt eine inaktivierende Mutation des
Tumorsuppressorgens APC (adenomatous-polyposis-coli) vor, wahrend die beim hereditaren,
nicht-polypdsen Kolonkarzinom (HNPCC) auftretenden Mikrosatelliteninstabilitaten zumeist
durch mutierte DNA-Mismatch-Reparaturgene verursacht werden [81].

Die Entwicklung der FAP lasst sich dabei auf die ,,Adenom-Karzinom-Sequenz“ zurlickfiihren,
welche sich Genanalysen zufolge ebenfalls fiir rund 85 % der sporadischen CRC als
mechanistisch zugrundeliegend erwiesen hat (Abb. 1 - 1 A) [82]. Hiernach stellen innerhalb
von Adenomen entstehende, sequenziell an Schwere zunehmende Dysplasien den
Ausgangspunkt pramaligner Vorlauferlasionen dar [83]. Initial ist hierbei meistens eine
Veranderung des APC-Gens nachzuweisen [84]: Normalerweise liegt APC mit GSK3B (glycogen
synthase kinase 3 beta) als Teil eines Multiproteinkomplexes vor, dessen Funktion in der
Ubiquitinierung des Transkriptionsfaktors B-Catenin besteht. In APC-mutierten Tumorzellen
unzureichend degradiertes RB-Catenin akkumuliert und aktiviert seinerseits wiederum
Transkriptionsfaktoren (MYC, Cycline), die an der Regulation von Proliferation, Ausreifung und
Stammazellerneuerung beteiligt sind [85]. Im weiteren Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz
fallen auch andere Zyklus- und Differenzierungs-kontrollierende , Treibergene” somatisch
erzeugten Defekten anheim. Betroffen sind in der Regel TP53, SMAD4 (SMAD family member
4), PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha), KRAS oder
NRAS (Kirsten / neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog), sowie die mit diesen
Onkogenen verbundenen Signalwege, welche unter anderem WNT (wingless-type MMTV
integration site family), RAS-MAPK, PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) und TGF-R

(transforming growth factor beta) involvieren [82, 86]. Neue Erkenntnisse deuten darauf hin,
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dass CRC-begriindende Erbgutverdnderungen insbesondere in kontinuierlich proliferierenden
und somit Mutations-anfalligeren Lgr5*-Stammzellen (leucine-rich repeat-containing G-
protein coupled receptor 5) vorzufinden sind [87]. Weiterhin haben Sato et al. anhand von
CRISPR-Cas9-editierten, humanen intestinalen Darmmodellen gezeigt, dass Treibergen-
mutierte Zellen zwar autonomes Wachstumpotenzial besitzen, es zur Akquirierung eines
malignen Phanotyps jedoch zusatzlicher chromosomaler Instabilititen bedarf [86]. Die
Ubrigen 15 % der sporadischen CRC weisen hochgradige Mikrosatelliteninstabilitdten auf und
folgen in ihrer Entwicklung dem von Promoter- und CpG-Insel-Hypermethylierungen
gepragten ,serrated neoplasia pathway” [82].

Diagnostische Methoden setzen sich aus endoskopischen, histopathologischen und
bildgebenden Verfahren zusammen; das im Zuge dessen ermittelte Tumorstadium bildet
zusammen mit molekularen CRC-Biomarkern die Grundlage fiir therapeutische Optionen [79].
Wahrend Rektumkarzinome nach neadjuvanter Radiochemiotherapie mittels tiefer anteriorer
Rektumresektion und kominierter totaler mesorektaler Exzision behandelt werden, sollte die
bei Kolonkarzinomen indizierte Tumor- und Lymphknotenresektion im Falle fortgeschrittener
Neoplasien mit einer adjuvanten Chemotherapie (Fluoruracil, Oxaliplatin, Irinotecan,
Capecitabin, nach FOLFOX- oder XELOX-Schema) einhergehen. Im Kontext personalisierter
Therapieregime (,targeted therapy”) konnen auBerdem Angiogenese-Inhibitoren
(Bevacizumab, Cetuximab, Panitumumab) zum Einsatz kommen [79]; ferner ist die Relevanz
intestinaler CSC im Hinblick auf zukiinftige Behandlungskonzepte Gegenstand aktueller
Forschung [88]. Die haufigsten Nebenwirkungen stellen periphere Neuropathien,
Myelosuppression und gastrointestinale Toxizitat dar [89]. Weil CRC sich Giber mehrere Jahre
entwickeln und eine friihzeitige Diagnose die Prognose erheblich verbessern kann, werden an
das individuelle Risikoprofil angepasste, regelmalRige Friherkennungsuntersuchungen

dringend empfohlen [82].

1.2.2.1 Colitis-assoziierte kolorektale Karzinome

CAC stellen eine Untergruppe der CRC dar, welche bei CED-Erkrankten auftreten. Aufgrund
ihres rapid-progredient, multifokalen Wachstumsverhalten sind sie mit hohen
Mortalitatsraten assoziiert [90]. Obwohl beiden Darmkrebsentitdten viele Eigenschaften
gemein sind, lassen sich CAC auf eine von der Adenom-Karzinom-Sequenz abweichende

Variante der Onkogenese zurlickfiihren: Im Zuge der ,Entziindungs-Dysplasie-Karzinom-
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Sequenz” mutiert TP53 recht frihzeitig, wahrend das APC-Gen, der initiale Treiber
sporadischer CRC, erst deutlich spater betroffen ist (Abb. 1 -1 B) [61].

Chronische Entziindungsprozesse bergen aus vielerlei Griinden das Risiko einer konsekutiven
Krebsentstehung [62, 91]. Der zentrale, die Karzinogenese vorantreibende Mechanismus liegt
dabei paradoxerweise in einer essenziellen Abwehrstrategie des angeborenen Immunsystems
begriindet [92]: Zwecks Pathogenbekdampfung setzen Makrophagen, Mastzellen und
neutrophile Granulozyten zellschadigende Sauerstoff- und Stickstoffradikale (reactive oxygen
/ nitrogen species, ROS / RNS) frei [93]. Der resultierende oxidative Stress lasst die Proteine,
Fette und Nukleinsduren der angrenzenden intestinalen Epithelzellen (intestinal epithelial
cells, IEC) jedoch nicht verschont [92, 94]. Bei Entziindungspersistenz verursachen oxidierte
Basen zunehmend genomische Schaden, welche insuffiziente DNA-Reparaturmechanismen
und unkontrollierte Zellproliferation nach sich ziehen [61, 93-95], wodurch reziprok die
zugrundeliegende Entziindung vorwartsgetrieben wird [96-100]. Im Kontext von CED stellt das
pathologisch veranderte Mikrobiom eine zusatzliche Quelle genotoxischer Substanzen dar
[101]. Die erlduterten Prozesse sind fiir beschriebene Assoziationen zwischen CED und DNA-
Schaden ursachlich [102, 103]; spezifischere Analysen weisen in entziindetem Gewebe von
CU-Patienten neben einer gesteigerten Expression induzierbarer Stickstoffmonoxid-
Synthasen (iNOS) sowohl vorzeitige Telomerverkiirzungen als auch eine erhéhte Anzahl von
Replikationsfehlern und TP53-Mutationen nach [104, 105].

Weiterhin tragt die bei CED-Erkrankten vom physiologischen Zustand abweichende
Zusammensetzung der Immunzellen, Oberflachenrezeptoren und Zytokine dazu bei, dass das
der epithelialen Regeneration dienende, feinabgestimmte Zusammenspiel von
Stammzellerneuerung, Zellteilung, Ausreifung und Zelltod aus dem Gleichgewicht gerat [61].
Die sich daraus ergebende, unlimitierte Proliferation nicht ausreichend differenzierter Zellen
beschleunigt das Wachstum der Neoplasie [106, 107]; zudem erleichtern Immunzellen die
Einleitung der Angiogenese und Invasion [73]. Beteiligt sind insbesondere vermehrt
sezernierte, proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, TGF-B, IL-1B (Interleukin 1 beta), IL-6,
IL-10 und IL-22 [61, 108]. TNF-a beispielsweise aktiviert den als zentralen
Entziindungsmediator fungierenden Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells), dessen zahlreiche Aufgaben neben der Regulation von
inflammationsfordernden Zytokinen, Zellteilung (CSF, IL-2), -zyklus (MYC, Cycline) und -tod

(BCL-2-Proteine) auch in der Initiierung von Karzinogenese und Metastasierung (COX-2, VEGF)
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liegen [108-111]. Ferner fliihrt NF-kB, ebenso wie IL-18 und TGF-B, zur Induktion von IL-6,
welches wiederum Uber den STAT3-Signalweg einerseits die Zellteilung fordert, andererseits
pramaligne Zellen vor der Apoptose bewahrt [94, 112, 113]. STAT3 spielt als Induktor
epithelialer Regeneration darlber hinaus auch in der Wundheilung eine wichtige Rolle; hierzu
bedarf es der Aktivierung Uber IL-22, dessen Funktionen durch das inhibierende IL-22
Bindeprotein kontrolliert werden [61, 114, 115]. Bei CAC-Patienten ist diese zytoprotektive IL-
22 |/ STAT3-Achse oftmals fehlerbehaftet [116]. Die verdnderte Zytokinkomposition
beeinflusst zudem die Ausdifferenzierung naiver T-Zellen, so hat zum Beispiel die bevorzugte
Bildung von Tu17-Zellen zur Folge, dass die normalerweise durch Tul-Zellen gewahrleistete
Aktivierung tumorerkennender, zytotoxischer CD8*-Zellen vermindert ausfallt [61]. Zu guter
Letzt dient das exprimierte Muster von pattern-recognition receptors (PRR), zu welchen die
TLR (toll-like-receptors) und NOD-like Rezeptoren gehoéren, ebenfalls der Unterhaltung des
Tumors: Im Falle von CAC werden beide Rezeptor-Formen vermehrt gebildet, so dass durch
die ihnen nachgeschalteten Signalwege beispielsweise eine gesteigerte transkriptionelle

Aktivitat von NF-kB und R-Catenin erzielt wird [61].

A KRAS TP53
SMAD4 chromosomale
APC PIK3CA Instabilitaten
Adenom-
. Adenome
Karzinom- normale 3 . 1 >
Sequenz Mukosa Atypiegrad
(85 %) zunehmend
B TP53
MsI

Methylationsfehler KRAS APC

Entzindungs-
Dysplasie- normale entziindete SDhy:plaSIen’
Karzinom Mukosa | > | Mukosa | > |Schweregrad (-
Sequenz zunehmend

Pl

Infektionen Immunzelien, Regeneration T
Noxen Zytokine: > (Apoptose,
ROS-Generierung Proliferation)

Abb. 1 - 1: Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der molekularen Pathogenese von CRC und CAC
(verandert nach [106])

(A) 85 % der CRC folgen in ihrer Entwicklung der Adenom-Karzinom-Sequenz. Dabei bedingt die initiale

Mutation des APC-Gens die Entstehung von Adenomen, deren Schweregrad durch weitere
Treibergenmutationen stetig zunimmt. Zusatzliche chromosomale Instabilitdten fiihren zur malignen
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Entartung. (B) Die CRC-Subentitdat der CAC entsteht gemaR der Entziindungs-Dysplasie-Karzinom-
Sequenz auf dem Boden inflammatorischer Prozesse. Dabei ist die finale CAC-Entwicklung auf
epitheliale Regenerationsversuche zurlickzufiihren, welche im Rahmen des Entzlindungsgeschehens
aus dem Gleichgewicht geraten. Im Gegensatz zur CRC-Pathogenese sind TP53-Mutationen hier bereits
friihzeitig vorzufinden, wahrend das APC-Gen erst im weiteren Verlauf beschadigt wird. CAC: colitis-
associated cancer, CRC: colorectal cancer, MSI: Mikrosatelliteninstabilitdten, ROS: reactive oxygen
species.

1.3 Regulatoren intestinaler Homo6ostase

An der Aufrechterhaltung der intestinalen Homdostase sind vielfaltigste Mechanismen
beteiligt. Da leider nicht auf jeden einzelnen ausfiihrlicher eingegangen werden kann, werden
im Folgenden schwerpunktmalig jene Prozesse naher beleuchtet, die fiir das Verstandnis
dieser Arbeit von Relevanz sind. Insbesondere die komplexen Schlisselfunktionen des

Immunsystems und des Mikrobioms kdnnen daher nur in Ansatzen berticksichtigt werden.

1.3.1 Das Darmepithel als zentrale Abwehrbarriere

Das Lumen von Dinn- und Dickdarm ist mit einem einschichtigen Zylinderepithel ausgekleidet,
dessen Aufgabe in erster Linie in der Aufnahme und Prozessierung von Nahrungsbestandteilen
besteht [117]. Zwecks VergroRerung der resorbierenden Oberflache lasst sich im Diinndarm
eine typische Kombination von Zotten und Krypten vorfinden, wahrend die innerste Schicht
das Dickdarms ausschliellich von Krypten gepragt ist [118]. Da das Darmepithel im Zuge seiner
Resorptionsfunktion permanent mit der AuBenwelt kommuniziert, nimmt es als mechanische
Schutzstruktur gegeniber potenziell pathogenen, luminalen Antigenen eine zentrale Position
in der unspezifischen Immunabwehr ein [3, 4]. Den Grundbaustein der epithelialen Barriere
stellen durch tight junctions verbundene, apikal eine Glykokalix tragende IEC; weiteren Schutz
gewahrleisten sekretorische Immunglobuline, von Panethzellen produzierte, antimikrobielle
Peptide sowie von Becherzellen abgesonderte Muzine [3]. Mit IEC interagierende
Immunzellen sind in der Lage, den epithelialen Schutzwall zu modulieren, im Kontext von CED
wird beispielsweise ihr Einfluss auf die Durchlassigkeit von tight junctions beschrieben [119,
120].

Ferner sind IEC mit intrazellularen Abwehrmechanismen gegeniiber invadierenden
Pathogenen ausgestattet. Wenn membranassoziierte TLR oder im Zytosol gelegene NOD-

Proteine mikrobielle Strukturen erkennen, flihrt dies zur Initilerung antimikrobieller
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Antworten, welche unter anderem durch NF-kB, proinflammatorische Zytokine und ROS
mediiert werden [121-123]. Zu solchen Warnsignal-induzierenden Molekiilen zadhlen
zytoplasmatische DNA-Fragmente, deren Vorkommen entweder auf einen beschadigten
Nukleus oder auf intrazelluldre Pathogene hinweist [122]. Der zytosolische Sensor cGAS (cyclic
GMP-AMP synthase) generiert aus detektierten, doppelstrangigen DNA-Bruchstiicken
(double-stranded DNA, dsDNA) den second messenger cGAMP (cyclic guanosine
monophosphate-adenosine monophosphate), welcher seinerseits STING (stimulator of
interferon genes) aktiviert [124]. Uber TBK1 (TANK-binding kinase 1) induziert STING
schlussendlich die IRF3-vermittelte (interferon regulatory factor 3) Expression von
entziindungskoordinierenden Typ-I-Interferonen (IFN-I) [125, 126]. Die Beobachtung von
dysregulierten STING-Signaltransduktionen in CRC impliziert weiterhin die Notwendigkeit
einer intakten STING / IFN-I-Achse fiir suffiziente DNA-Reparaturmechanismen [127].

1.3.2 Epitheliale Regeneration

Damit die Epithelbarriere Situationen, in denen die intestinale Homdostase durch die
zellschadigenden Wirkungen von Pathogenen, Mangelerndhrung, fehlgesteuerten
Immunreaktionen oder Chemikalien bedroht wird, standhalten kann, bedarf es einer intakten
epithelialen Integritdt. Diese wird durch ein strikt kontrolliertes Zusammenspiel aus
Stammazellproliferation, Differenzierung und Zelltod gewahrleistet, fiir dessen reibungslose

Funktionsweise die genomische Unversehrtheit von essenzieller Relevanz ist.

1.3.2.1 Stammzellregulation: Die Balance zwischen Selbsterhalt und Differenzierung

Sich asymmetrisch teilende, multipotente Stammzellen (ISC, intestinal stem cells) stellen den
Ursprung des unentwegt proliferierenden, intestinalen Epithels dar (Abb. 1 - 2) [118, 128].
Wahrend eine der beiden Tochterzellen dem Erhalt des Stammzellpools dient, wird die andere
zu einer TA-Zelle (transit-amplifying cell), aus welcher durch Differenzierung die epithelialen
Zelltypen der Enterozyten, Becherzellen, enteroendokrinen Zellen und Panethzellen
hervorgehen [117, 118]. Das Gleichgewicht zwischen Stammzellerneuerung und der
Generierung terminal ausgereifter Epithelzellen wird hauptsachlich durch vier Signalwege
gesteuert [129]: Wnt und das dessen Wirkung verstarkende R-Spondin-1, Notch und EGF
(epidermal growth factor) bewirken Giber ihre jeweiligen Rezeptoren die Proliferation und den

Erhalt von Stammzellen [130-133]; ihr Differenzierungs-fordernder Gegenspieler BMP (bone
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morphogenetic protein) wird in in-vitro-Kulturen durch Zugabe von Noggin antagonisiert
[134]. Neben intrinsischen Signalen sind auch Immunzellen, Myofibroblasten und Mikroben
dazu befahigt, das Stammzellschicksal zu beeinflussen [135, 136]. Werden diese regulierten
Prozesse an ihrem regelhaften Ablauf gehindert, wie es beispielsweise bei entstehenden CAC
zu beobachten ist, kann eine resultierende, bevorzugte Stammzellbildung bei gleichzeitigem
Differenzierungsverlust eine konsekutive Krebsentwicklung beglinstigen [87, 137, 138].

Lgr5*-ISC befinden sich am Kryptenboden in einer von Panethzellen gebildeten
Stammezellnische [139, 140]. ISC, die zu Panethzellen ausreifen, konnen durch Wnt-Signale die
sie umgebenden, undifferenzierten Tochterzellen zu EphB2/3-exprimierenden- (ephrin type-
B receptor 2/3), Lgr5*-Zellen werden lassen [140]. Expandiert die Stammzellnische, bleiben die
in die TA-Zone abgedrdngten Tochterzellen von fokalen Wnt-Einflissen unerreicht und
differenzieren unter Hochregulierung des EphB2/3-Gegenspieles EphrinB aus [141]. Ob aus
ihnen terminal eine sekretorische oder resorbierende Epithelzelle hervorgeht, obliegt
zusatzlichen, lateral einwirkenden Notch-Signalen [142]. Sowohl die entstehenden Wnt-
Gradienten als auch die sich antagonisierenden EphB2/3-EphrinB-Interaktionen bedingen die
Ausbildung typischer Krypt-Villus-Strukturen [117, 129]. Sato et al. haben auf Grundlage dieser
Erkenntnisse intestinale Organoide (,mini-guts”) generiert, welche als dreidimensionale

Modelle der in-vitro- Erforschung des murinen und humanen Darmepithels dienen [129, 143].
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luminale Bakterien Enterozyten,

Zellen

TA-Zellen

Zellteilung

— Lgrs+-ISC

Myofibroblasten

Becherzellen,
enteroendokrine

— Panethzelle

Abb. 1 - 2: Stammazellregulation und Differenzierung in der intestinalen Krypte

Das intestinale Epithel findet seinen Ursprung in sich asymmetrisch teilenden Lgr5*-Stammzellen.
Waihrend eine der beiden Tochterzellen unter dem Einfluss von Wnt, Notch und EGF in der von
Panethzellen gebildeten Stammzellnische verbleibt, wird die andere durch BMP-Signale zur TA Zelle
und differenziert im Folgenden zum Enterozyt, zur Becherzelle, Panethzelle oder zur enteroendokrinen
Zelle aus. Das Gleichgewicht zwischen Stammzellerhalt und Zelldifferenzierung wird ferner durch
benachbarte Immunzellen, Myofibroblasten und luminale Bakterien beeinflusst. BMP: bone
morphogenetic protein, EGF: epidermal growth factor, I1SC: intestinal stem cell, Lgr5: leucine-rich
repeat-containing G-protein coupled receptor 5, TA: transit-amplifying, Wnt: wingless-type MMTV

integration site family.
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1.3.2.2 Zelltod

Da irreversibel beschadigte Zellen eine Bedrohung fiir den sie beherbergenden Organismus
darstellen, wird ihr Untergang durch verschiedene Formen des Zelltodes initiiert. Obwohl
diese homdostatische MaRnahme der Gewebeerneuerung dient und vor Tumorentstehung
schitzt, ist eine exzessiv gesteigerte Zelltodinduktion mit suffizienten, regenerativen
Prozessen nicht zu vereinen. Angesichts der bei CED verstarkt produzierten, genotoxischen
ROS wird der Schwerpunkt hier auf die im Falle unkorrigierbarer DNA-Schaden eingeleiteten
Zelltodformen der Apoptose und Nekroptose gelegt [144, 145].

Der intrinsische Apoptose-Signalweg bedarf der p53-abhangigen Transkriptionsinduktion pro-
apoptotischer BCL2-Proteine (NOXA, PUMA, BAX), welche durch Perforierung der duBeren
Mitochondrienmembran die Translokation von Cytochrom c ins Zytoplasma erméglichen
[146]. Indem im Folgenden ein aus APAF1, ATP, Caspase 9 und Cytochrom c bestehender, als
Apoptosom bezeichneter Proteinkomplex die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert, wird eine
kontrollierte, durch Spaltung von Proteinen und Nukleinsduren vollzogene Fragmentierung
der Zelle eingeldutet [147, 148]. Alternativ kénnen apoptotische Prozesse lber den
extrinsischen Weg erfolgen: Die Bindung spezifischer Liganden an Rezeptoren der TNF-
Rezeptorsuperfamilie (TNFR) bewirkt die Formierung einer aus Rezeptor-Todesdomanen und
Adaptormolekiilen zusammengesetzten, Pro-Caspase 8 rekrutierenden Plattform (DISC,
death-inducing signaling complex). Nach erfolgter Selbstspaltung stimuliert Caspase 8 jene
Effektor-Caspasen, die auch die Endstrecke der intrinsischen Apoptose mediieren [149].

Bei CED-Erkrankungen spielt ferner die TNF-a-induzierte Zelltodform der Nekroptose eine
wichtige Rolle [150]. Diese regulierte Nekrose-Variante ist im Gegensatz zur genetisch
programmierten Apoptose nicht Caspase-vermittelt, sondern erfordert die Aktivierung der im
»Nekroptosom® synergistisch agierenden Kinasen RIPK1 und RIPK3 (receptor-interacting

protein kinase) [151].

1.3.2.3 DNA-Reparatur

Eine funktionstiichtige DNA-Reparaturmaschinerie ist aus zweierlei Grinden fiir die
Aufrechterhaltung epithelialer Integritdit von zentraler Bedeutung: Zum einen fiihrt
UbermalRiger, durch persistierende DNA-L3dsionen verursachter Zelluntergang zu
entziindungsbeglinstigenden Epitheldefekten, zum  anderen sind  gesteigerte

Stammazellproliferationsraten, die dem vermehrten Zellumsatz sich regenerierender
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Epithelien geschuldet sind, mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten
replikativer Fehler assoziiert [128, 152, 153]. Insbesondere im Kontext chronischer
Entziindungen werden genetische InstandhaltungsmaRnahmen durch zelluldren Stress und
exogen bedingte Beschadigungen des Erbguts zusatzlich erschwert [95, 97, 154]; dies zeigt
sich beispielsweise in der bereits erlauterten Assoziation zwischen CED und genomischen
Instabilitdten. Im Falle von CED-Erkrankungen ist daher neben fehlerfrei ablaufenden
Zellteilungen eine friihzeitige Behebung ROS-induzierter DNA-Schaden essenziell, um
Entziindungsprozesse einzudammen und das CAC-Risiko zu vermindern.

Grundsatzlich stehen fir jede Form der DNA-Beschadigung spezielle Reparaturmechanismen
zur Verfligung [155]. Kleinere Lasionen, die nur einen der beiden DNA-Strdange betreffen,
konnen durch den direkten Austausch einzelner Basen oder Nukleotide im Zuge der Basen-
oder Nukleotidexzionsreparatur (BER / NER) korrigiert werden [156, 157]. Die auf dhnlichen
Prinzipien beruhende Basenfehlpaarungsreparatur (Mismatch-Reparatur) kommt wahrend
der Replikationsphase zum Einsatz und ermoglicht den Ersatz von Basen, welche trotz der
protektiven ,Proofreading”“-Funktion Replikations-katalysierender Polymerasen fehlerhaft
positioniert sind [158]. Ferner kdnnen bestimmte Modifikationsformen, zu denen ungewollte
Methylierungen zahlen, auch ohne den Umtausch von Basen direkt repariert werden [159].
Weitaus schwerwiegendere Defekte werden durch Doppelstrangbriiche (double-strand
breaks, DSB) verursacht, insbesondere, wenn die Schadensbehebung mittels nichthomologer
Verbindung zweier DNA-Fragmente (non-homologous end-joining, NHEJ) erfolgt. Dieser
fehleranfallige Mechanismus wird bei Weitem haufiger verwendet als der Prozess der
Homologen Rekombination (HR), welcher die Zuhilfenahme entsprechender Abschnitte des
Schwesterchromatids erfordert [160].

Im Falle detektierter Stranglasionen wird die komplexe, hier nur oberflachlich erlduterte DNA
damage response (DDR) eingeleitet [155, 161]: Durch DNA-Beschadigungen aktivierte ATM-
und ATR-Kinasen (ataxia telangiectasia mutated, ataxia telangiectasia and Rad3-related)
phosphorylieren sowohl die Zellzyklus-arretierenden Checkpointkinasen 1 und 2 (CHK1 und 2)
als auch das Histon H2AX (yH2Ax), dessen nun signalverstarkender Einfluss die Anlagerung von
Reparaturmediatoren erleichtert [162, 163]. Insgesamt flihren diese Abldufe zur Rekrutierung
verschiedenster Schadens-behebender Effektoren. Eine zentrale Rolle kommt dabei dem
normalerweise durch die Ubiquitinligase MDM2 (transformed mouse 3T3 cell double minute

2) inaktivierten Tumorsuppressor p53 zu [164]: Im Zuge der DDR phosphoryliertes p53
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dissoziiert von MDM2 und gewahrleistet in Abhangigkeit vom jeweils vorliegenden
Schadensausmall entweder die Aufrechterhaltung der den ReparaturmaRBnahmen
geschuldeten Zellzyklusunterbrechung, die Einleitung eines zellularen Ruhestadiums

(,Seneszenz”) oder die Apoptoseinduktion [165].

Fur das in dieser Arbeit genutzte Modell der Rnaseh2b®tc-M3&use ist eine weitere DNA-
Reparaturform von Relevanz: Die Ribonukleotidexzisionsreparatur (RER) dient der Entfernung
von Ribonukleotiden, welche wahrend der Replikation versehentlich in die DNA integriert
wurden und das Risiko fiir konsekutive DSB erhohen [166, 167]. Solcherlei misinkorporierte
Ribonukleotide stellen den haufigsten, natiirlich auftretenden DNA-Schaden dar [168]. Hierbei
obliegt dem Reparaturenzym RNASEH2 (Ribonuklease H2), dessen Untereinheit B im
Darmepithel der Rnaseh2b™t¢-M3use deletiert ist, die Initiilerung der RER, indem es das 5'-
Ende der in die DNA eingebetteten Ribonukleotide spaltet [167].

Aufgrund akkumulierender DSB bietet das murine Rnaseh2b®t-Modell ein geeignetes
System, um reziproke Assoziationen  zwischen  chronischem  DNA-Schaden,
Darmentziindungen und Tumorigenese zu erforschen [168, 169]. Denn wahrend die im Zuge
von CED generierten, genotoxischen Substanzen durch ihren mutagenen Effekt die CAC-
Entstehung fordern, bedingen andersherum ebenso unkorrigierte DNA-Beschadigungen eine
Verstarkung von Entziindungsprozessen [97-101]: Im intestinalen Epithel von Rnaseh2b?'t¢-
Mausen besteht eine dauerhafte Verletzung der genomischen Integritdt, welche p53-
vermittelt einerseits die proliferative Kapazitdt von ISC zum Erliegen bringt, andererseits
vermehrt intrinsische Apoptose induziert, was durch die folgende Einschrankung des
Regenerationspotenzials einen inflammatorischen Phanotyp hervorruft [169, 170] (Abb. 1 - 3).
Zur Unterhaltung der Darmentziindung tragt weiterhin eine durch zytoplasmatische DNA-
Fragmente eingeleitete, STING-vermittelte IFN-I-Signatur bei [171, 172].

Wird der tumorprotektive Effekt von p53 in einem kombinierten, die Multistep-Sequenz der
CAC-Generierung simulierenden Knockout-Modell fiir Rnaseh2b und p53 (Rnaseh2b/p53'EC-
Mause) eliminiert, verursacht die restituierte Proliferation mutierter Stammzellen bei
gleichzeitiger Entdifferenzierung die Entstehung von Darmtumoren [169] (Abb. 1 - 3). Dass die
RER-abhangige Gewahrleistung genomischer Intaktheit fiir das reibungslose Ablaufen
regenerativer Prozesse essenziell ist, zeigt sich des Weiteren in der vermehrten RNASEH2A-

Expression innerhalb stark proliferierender Gewebe [168].
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Abb. 1 - 3: Epitheliale RNASEH2B gewdhrleistet genomische Integritdt und verhindert intestinale
Tumorigenese in Mdusen [169]

Unter physiologischen Bedingungen werden fehlinkorporierte Ribonukleotide mittels RNASEH2B-
initiierter Ribonukleotidexzisionsreparatur aus dem DNA-Strang entfernt, so dass das zelluldre Erbgut
intakt verbleibt. Im Darm von Rnaseh2b®t-Maiusen hingegen bedingen chronische genomische
Instabilitdten p53-vermittelt sowohl einen proliferativen Arrest als auch die Einleitung von Apoptose.
Die hierdurch limitierte epitheliale Regenerationskapazitat resultiert in intestinaler Inflammation.
Gleichzeitig leisten jene p53-abhingigen MaRnahmen im Rnaseh2b“f-Modell jedoch auch einen
wichtigen Beitrag zur Tumorprotektion, welcher besonders eindriicklich in Rnaseh2b/p53% -Tieren in
Erscheinung tritt: Persistierende DNA-Schaden fiihren in dieser Mauslinie zu unkontrollierter
Proliferation und spontaner konsekutiver Tumorigenese. Die Abbildung wird mit freundlicher
Unterstiitzung von Lennart Lenk vom UKSH Kiel zur Verfligung gestellt.

1.3.3 Unfolded protein response

Fiir die Aufrechterhaltung intestinaler Homdostase ist ferner die effiziente Funktionsweise des
ER unabdingbar, welches mit der Faltung und posttranslationalen Modifikation sekretorischer
und transmembrandser Proteine betraut ist [173]. Verschiedenste endogene und exogene
Disruptoren sind in der Lage, die ER-Kapazitdat zu beeintrachtigen; so verursachen die im
Kontext chronischer Entziindungsprozesse involvierten ROS, Pathogene und hypoxischen
Bedingungen aufgrund der Ansammlung fehl- oder ungefalteter Proteine konsekutiven, durch
resultierende Mangelversorgung und ROS-Generierung reziprok entziindungsverstarkenden
ER-Stress [174-176]. Da persistierender ER-Stress zur Apoptoseinduktion fiihren kann
(,terminale UPR"), ist zur Vermeidung (ibermaRigen epithelialen Schadens die Einleitung der
UPR von Noéten [177]: Im ER-Lumen akkumulierende, fehlerhaft gefaltete Protein bedingen

die Dissoziation von BiP (binding immunoglobulin protein, GRP78) von den ER-Stress-Sensoren
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IRE1a (inositol-requiring enzyme 1a, ERN1), PERK (PKR-like ER kinase, EIF2AK3) und ATF6
(activating transcription factor 6) (Abb. 1 - 4) [178]. Diese gewahrleisten die Aufrechterhaltung
der Protein-Homoostase (,,Proteostase”) beispielsweise durch IRE1la-abhdngige Degradation
neuer ER-Substrate (regulated IREla-dependent decay, RIDD), PERK-elF2a-mediierte
Reduktion translationaler Prozesse (eukaryotic translation initiation factor 2 alpha) oder
IRE1la-vermittelte Spleifung von XBP1 (XBP1s, spliced X-box binding protein 1), welches als
potenter Transkriptionsfaktor die Expression Protein-faltender Enzyme und Chaperone

induziert [179-182].

A B N ungefaltete Proteine

ER Lumen

Zytosol

ATFBp50

Nukleus

Abb. 1 - 4: Abb. Signalwege der UPR (veradndert nach [179])

(A) Unter homoostatischen Bedingungen werden die ER-Stress-Sensoren IRE1a, PERK und ATF6 durch
BiP inaktiviert. (B) Bei ER-Stress dissoziiert BiP von der ER-Membran und bindet an ungefaltete
Proteine. Die nun aktivierten ER-Stress-Sensoren initiieren zwecks Wiederherstellung der Proteostase
die UPR (aus Griinden der Ubersicht sind nur ausgewihlte Signalwege dargestellt): IREla vermittelt
zum einen die SpleiRung von XBP1 zu XBP1s, zum anderen die Degradation neuer ER-Substrate (RIDD).
XBP1s und die zytosolisch aktive Form von ATF6 (ATF6p50) induzieren im Folgenden die Transkription
von Protein-faltenden Enzymen und Chaperonen im Nukleus. Synergistisch beeintrachtigt PERK Gber
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elF2a die Proteintranslation. ATF6: activating transcription factor 6, ATF6p50: cytosolic p50 fragment
of ATF6, BiP: binding immunoglobulin protein, elF2a: eukaryotic translation initiation factor 2 alpha,
ER: Endoplasmatisches Retikulum, IRE1a: inositol-requiring enzyme 1a, mRNA: messenger ribonucleic
acid, PERK: PKR-like ER kinase, RIDD: regulated IREla-dependent decay, UPR: unfolded protein
response, XBP1: X-box binding protein 1, XBP1s: spliced X-box binding protein 1.

Wie eingangs erwahnt, weisen Kandidatengen-Studien und Sequenzierungsanalysen
genetische Assoziationen zwischen ER-Stress-Signalwegen und CED-Pathophysiologien auf. So
wird flir das CED-Risikogen XBP1 gezeigt, dass SNPs im zugehdrigen Genlocus zu einer
eingeschrankten und dadurch selber ER-Stress-provozierenden UPR fiihren [21]. Um
wechselseitige Beziehungen zwischen UPR, ER-Stress, intestinaler Entziindung und folgender
Tumorentstehung zu veranschaulichen, steht das konditionale IEC-Knockout-Modell der
Xbp12t€-M&use zur Verfiigung. In diesem verursacht intestinale Xbpl-Defizienz durch
verschiedene Mechanismen die Entstehung spontaner, der humanen CED histologisch
nahekommender Darmentziindungen: Neben einer Depletion sekretorisch aktiver
Panethzellen hat eine reduzierte XBP1-Funktion die Uberaktivierung von IRE1la zur Folge,
welche entziindungsférdernde Effektorfunktionen von JNK (c-Jun N-terminal kinase, MAPKS)
und NF-kB nach sich zieht; weiterhin bewirkt durch insuffiziente UPR entstehender ER-Stress
die Produktion von ROS [21, 179]. Die resultierende, von einer pro-inflammatorischen
Hyperreaktivitat der IEC gepragte Inflammation steigert in einem sich selbstverstarkenden
Teufelskreislauf wiederum ER-Stress und genotoxische, Krebs-beglinstigende ROS-
Generierung [21, 179]. Dass XBP1 in einem solchen Entzlindungskontext eine unverzichtbare
Rolle als Tumorsuppressor spielt, zeigt sich in CAC-Modellen, in denen Xbpl*t¢-M&use
aufgrund regenerationsférdernder, NF-kB / IL-6 / STAT3- und IREla-mediierter
Hyperproliferation vermehrt Darmtumoren entwickeln [183]. Ferner demonstrieren
Regenerationsexperimente eine direkt XBP1-abhangige DNA-Reparatur-Regulierung; dies
suggeriert XBP1-spezifische, genomische Integritatskontrolle als zentralen Mechanismus,
mithilfe dessen tumorsupprimierende UPR-Effekte vollzogen werden [184]. Die
Bedeutsamkeit einer intakten UPR fir die Krebsvorbeugung verdeutlicht nicht zuletzt auch die
Beobachtung, dass persistierender ER-Stress Chromatin-Modifikationen beeinflusst,
Methylierungsmuster reguliert und die Kapazitdten der DNA-Reparatur einschrankt [185,

186].
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1.3.4 Autophagie

Autophagie dient dem regulierten Selbstverdau von Zellbestandteilen, die im Rahmen
physiologischer Geweberegeneration ersatzbedirftig werden [187]. Ebenso werden
autophagische Prozesse fiir Anpassungen an widrige Umgebungsbedingungen benétigt: Sie
ermoglichen der Zelle, ihren Energiebedarf angesichts von Nahrstoffmangel abzudecken
sowie sich beschadigtem, zytoplasmatischem Materials zu entledigen, welches bei
Infektionen, ER-Stress oder ROS anfallt [188]. Hierflir werden die zu beseitigenden, zellularen
Komponenten in Autophagosomen, an deren Formierung das CED-Risikogen ATG16L1
beteiligt ist, eingeschlossen, bevor durch Fusion mit Endosomen und Lysosomen die final
degradierenden Autolysosomen entstehen [187, 189, 190]. Dass intakte Autophagie in der
Regulierung intestinaler HomoOostase unverzichtbar ist, zeigt sich in der Beobachtung
verstarkter intestinaler Entziindungsreaktionen und dysfunktionaler Panethzellaktivitdt im
Kontext von Atg16/1-Defizienz [189]. Insbesondere bei persistierendem ER-Stress bedarf es
autophagischer Kompensation, um der  zunehmenden Proteinakkumulation
entgegenzuwirken; auf molekularer Ebene wird diese Verbindung durch PERK / elF2a / ATF4
/ CHOP, IRE1la / JNK und AMPK / mTOR vollzogen [191-195]. So bewirkt chronischer, nicht
abzuschwichender ER-Stress im Darm von Atg16/1/Xbp12'¥-M3usen eine von gesteigerten
Zelltodraten und Panethzelldysfunktion gepragte, MC-ahnliche Enteritis [196]. Dartiber hinaus
integriert ATG16L1 IL-22-Signalwege, deren zytoprotektive Wirkungen fir die
Aufrechterhaltung intestinaler Homoostase unverzichtbar sind, im CED-Kontext jedoch
aufgrund unkontrollierter Aktivierung pro-inflammatorische Effekte nach sich ziehen [197-
199]. Durch Regulierung von IL-22 / STING / IFN-I-mediierten, Zelltod- und Stress-
herbeifiihrenden Mechanismen kommt ATG16L1 daher insbesondere angesichts
einhergehender UPR-Defizienz (Atg16/1/Xbp1~'tC) eine entziindungsprotektive Funktion zu
[197].
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1.4 Ziele der Arbeit

Schwere, chronische Entziindungen bergen ein hohes Risiko, homdostatische Prozesse aus
dem Gleichgewicht zu bringen und dadurch den Grundstein fiir die Entwicklung von Tumoren
zu legen. Im Kontext von CED-Erkrankungen, in deren Verlauf ROS das Erbgut beschadigen,
kommt einer suffizienten DNA-Reparaturmaschinerie eine unverzichtbare Rolle fiir die CAC-
Pravention zu. So lasst sich im murinen Rnaseh2b®f-Modell demonstrieren, dass
unkorrigierte DSB eine effiziente DDR induzieren, die durch p53-vermittelten
Proliferationsarrest und Zelluntergang zwar einen pro-inflammatorischen Phanotyp
hervorruft, die Tumorigenese jedoch supprimiert. Verbleiben DDR-Mechanismen angesichts
begleitender, CAC-imitierender p53-Defizienz ineffektiv, entwickeln Rnaseh2b/p53*t“-Mause
spontane Darmtumoren. Ebenso fiihrt mit CED assoziierter ER-Stress zu einer
Beeintrachtigung regenerativer Prozesse. Dies spiegelt sich in Form spontaner Entziindungen
im Darm von Xbp12E-M3usen wider. Dass UPR nicht nur zur ER-Stress-Resolution, sondern
auch zur genomischen Instandhaltung bendtigt wird, zeigt sich in diesem Modell in Form einer
XBP1-inhdrenten, mittels Proliferationskontrolle tumorsupprimierenden Wirkung. Des

Weiteren implizieren neue Erkenntnisse eine XBP1-abhangige DNA-Reparatur-Regulierung.

Um beurteilen zu konnen, welche Rolle XBP1 in der Koordination DNA-Schaden-abhangiger
intestinaler Entziindung und Tumorigenese spielt, werden in dieser Arbeit Modelle genutzt, in
denen Xbpl-Defizienz in-vitro (murine Epithelzellen, Organoide) und in-vivo (konditionale
Knockout-Mause) mit chronischer, genomischer Instabilitdit konfrontiert wird. Durch
Simulation dieser beiden zentralen, in die CED-Pathogenese involvierten Homoostase-
Disruptoren soll charakterisiert werden, wie Effektoren der UPR die DDR regulieren und
welche Konsequenzen sich daraus fiir den Krankheitsverlauf sowie eine potenzielle CAC-

Entwicklung ergeben. Dazu sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Hat XBP1 im Kontext von chronischem DNA-Schaden einen Einfluss auf den basalen
Phanotyp von Rnaseh2b/Xbp1*t¢-M&usen?

2. Beeinflusst XBP1 bei andauernder genomischer Instabilitdt die epitheliale Regeneration
und somit die Schwere DSS-induzierter intestinaler Entziindung?

3. Welche Rolle spielt XBP1 in der Regulation von p53-abhangigen DDR-Mechanismen und

potenzieller Tumorentstehung?
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2. Material und Methoden

2.1 In-vivo Charakterisierungen der Rnaseh2b/Xbp1"/f, Xbpi“tC, Rnaseh2b™E¢ und
Rnaseh2b/Xbp1*t-Miuse

Die in den Experimenten verwendeten Mause werden unter SPF (specific-pathogen-free)
Bedingungen in ventilierten Kafigen bei 21 °C + 2 °C gehalten. Sie sind einem 12-stiindigen
Lichtzyklus ausgesetzt und erhalten Wasser und Futter ad libitum. Alle Versuche werden unter
Einhaltung der geltenden Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt und sind von der
Tierschutzkommission des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (Kiel, Deutschland)

genehmigt worden.

2.1.1 Generierung konditionaler Knockout-Mause

Mause mit einem konditionalen Darmepithel-Knockout werden mithilfe des Cre/lox Systems
generiert (GenOway, Frankreich) [200, 201]. Dabei wird das zu deletierende Gen von zwei aus
dem Bakteriophagen P1 stammenden loxP-Sites flankiert. Eine an den darmspezifischen
Promotor Villin gekoppelte Cre-Rekombinase erkennt die loxP-Zielsequenzen und exzidiert
das gewlinschte Gen aus der DNA.

Flr diese Arbeit werden Mause, deren Xbp1- oder Rnaseh2b-Gen gemald der im Folgenden
angegebenen Publikationen homozygot gefloxt wird (Xbp1™/f und Rnaseh2b™" Mause) [21,
202], mit Mausen, welche im Diinndarm eine an Villin gekoppelte Cre-Rekombinase
exprimieren (VillinCre Mause, Jackson Laboratory, USA), verkreuzt. Wird einer dieser flir Xbp1-
oder Rnaseh2b heterozygot gefloxten, Cre-positiven Nachfahren mit einer fiir das jeweils
gleiche Gen homozygot gefloxten, Cre-negativen Maus verpaart, besitzen rund 25 % der
Nachkommen homozygote loxP-Sites in Kombination mit der Cre Rekombinase (Xbp12'(¢- und
Rnaseh2b™E¢-M3use).

Um schlussendlich einen Doppel-Knockout zu generieren, werden homozygot gefloxte, Cre-
positive Tiere der Xbpl-VillinCre-Linie mit ebenfalls homozygot gefloxten, Cre-negativen
Mausen der Rnaseh2b-VillinCre-Linie verkreuzt. Aus dieser Zucht hervorgehende Jungtiere
besitzen fiir beide Gene gefloxte Exons und sind zu 50 % Kontroll- (Rnaseh2b/Xbp1"/f) und zu

50 % Knockout (Rnaseh2b/Xbp12't¢-) M&use.
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2.1.2 Genotypisierung der Tiere

Fiir die Genotypisierung der Mause wird jedem Tier ein Stlick vom Ohr oder Schwanz
entnommen und die DNA in 50 mM 100 pul NaOH (Natriumhydroxid, Merck Millipore,
Deutschland) fiir 1 Stunde bei 94 °C extrahiert. NaOH dient hierbei sowohl der Lyse der Zellen
als auch der Denaturierung der DNA-Doppelstrange. Nach einer einminttigen Zentrifugation
bei 1.000 g wird der die DNA enthaltende Uberstand in ein neues 1,5 ml Tube transferiert.
Zwecks Amplifizierung der DNA wird nun jeweils eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR, s.
Kapitel 2.5.3) mit selektiven Primern fir die innerhalb des Xbpl bzw. Rnaseb2b-Gens
insertierten loxP-Sites und die Cre Rekombinase durchgefiihrt. Verwendet wird das GeneAmp

PCR System 9700 (Applied Biosystems, Deutschland).

Gen Vorwirtssequenz (5 =2 3Y) Riickwartssequenz (5 =2 3°)
Cre GTGTGGGACAGAGAACAAACC ACATCTTCAGGTTCTGCGGG
Rnaseh2b TCCTGAGCTTGAAAAGTCACTTCG TTTATGAAGCCCATCACTACACGC
Xbp1 CCTGTGGGACAGAATTGGACCCAG CGCATACACACGCTGCTTTCTATCC

Tabelle 2 - 1.1: Fiir die Genotypisierungs-PCR verwendete Primer

loxP-Sites PCR Menge Cre-PCR Menge
5 x Green GoTaq® Reaction Buffer 5 pl 5 x Green GoTag® Reaction 4 ul
(Promega, Deutschland) Buffer (Promega, Deutschland)

dNTPs (10 mM; Thermo Fisher 0,5 ul dNTPs (10 mM; Thermo Fisher 0,5 ul
Scientifc, Deutschland) Scientifc, Deutschland)
Primerpaar (0,8 uM) 4 ul Primerpaar (10 uM) 0,5 ul
DreamTaq DNA polymerase (5U/ @ O,5ul = DreamTaqg DNA polymerase (5U = 0,5 ul

ul; Thermo Fisher Scientific, / ul; Thermo Fisher Scientific,
Deutschland) Deutschland)
DNA (1 : 10 verdiinnt) 1l DNA (1 : 10 verdiinnt) 3ul
aq bidest 14 ul aq bidest 11,5 ul

Tabelle 2 - 1.2: Reaktionsansatz fur die PCR
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loxP-Sites Zeit loxP-Sites PCR Zeit Cre- Zeit

PCR Xbp1 Rnaseh2b PCR
94 °C 4 Minuten 95°C 3 Minuten 95°C 4 Minuten
94 °C 30 Sekunden 95 °C 30 Sekunden = 95 °C 30 Sekunden
60 °C 1 Minute 53 °C 30 Sekunden 62 °C 1 Minute
72 °C 2 Minuten 72 °C 30 Sekunden | 72 °C 1,5 Minuten
72°C 2 Minuten 72°C 10 Minuten 72 °C 8 Minuten
10°C oo 10°C oo 10°C oo

Tabelle 2 - 1.3: Reaktionsschema fiir die PCR. Die fettgedruckten Abschnitte werden im Falle der
loxP-Sites PCR fiir Xbp1 36 Mal, fiir Rnaseh2b 35 Mal und im Falle der Cre-PCR 38 Mal wiederholt.

Zur Darstellung der amplifizierten DNA-Abschnitte werden diese fiir eine einstiindige
Gelelektrophorese bei 100 V und 400 mA auf ein 1,5 % Agarosegel aufgetragen. Das Gel setzt
sich aus 1,5 g Agarose (Biozym, Deutschland) in 100 ml 0,5 x TAE (Tris-acetate) Puffer
zusammen; zusatzlich werden 1,5 pl des interkalierenden und die DNA somit anfarbenden
Farbstoffs 10 x SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies, Deutschland) hinzugegeben.
Mithilfe des ChemiDoc XRS System (Bio-Rad, Deutschland), der zugehoérigen QuantityOne® 1-
D Analysis Software (Version 4.6.8, Bio-Rad, Deutschland) und UV-Licht wird die DNA

abschlieRend dargestellt und fotografisch festgehalten.

2.1.3 Tierversuche

2.1.3.1 Basale Phanotypisierungen

Fiir die basalen Phanotypisierungen der Mause werden von jedem der vier Genotypen
Rnaseh2b/Xbp1™/f,  Xbp12€C, Rnaseh2b™EC und Rnaseh2b/Xbpl®tC mindestens fiinf
Wurfgeschwister euthanasiert. Dabei sind die jungen Tiere 8 - 12 und die alten Mause 48 - 60
Wochen alt.

1,5 Stunden vor dem geplanten Todeszeitpunkt wird den Tieren 5 - 10 pl / g Kérpergewicht
des Thymidinanalogons Bromdesoxyuridin (BrdU, 10 mg / ml in PBS (phosphate buffered
saline, Gibco, Deutschland), Sigma Aldrich, Deutschland) gespritzt, welches anstelle von
Desoxythymidintriphosphat wahrend der Replikationsphase in die neu synthetisierte DNA
eingebaut wird und somit proliferierende Zellen markiert. Diese Farbung kann spater

histologisch ausgewertet werden.
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Die Mause werden mittels zervikaler Dislokation getotet und gewogen, bevor unter
Zuhilfenahme von 20 G Kanilen kardial punktiert wird. Entnommes Blut wird in Lithium-
Heparin-Tubes gesammelt und 5 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert, um das so gewonnene
Serum nach Uberfiihrung in ein 1,5 ml Safe Seal Tube auf fliissigem Stickstoff zu konservieren.
AnschlieBend wird der Bauchraum durch Durchtrennen von Haut und Peritoneum ero6ffnet,
Milz und Leber werden gewogen. Dinn- und Dickdarm werden mit kaltem PBS gespiilt und in
der Lange vermessen. StandardmafRig entnommen werden Gewebeproben von Leber, Milz,
linker Niere, distalem Diinn- und Dickdarm, Stuhlproben von Dinn- und Dickdarm sowie die
im Falle einer Re-Genotypisierung bendtigte Schwanzspitze. Die Proben werden in 1,5 ml Safe
Seal Tubes auf fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Fiir die histologischen Prdparate werden von Leber, Milz und Niere jeweils mittelgroRe
Gewebeproben entnommen; die distalen 10cm von Dinn- und Dickdarm werden nach dem
Splilen jeweils longitudinal aufgeschnitten und von anal nach oral aufgerollt. Die
Gewebeproben werden in entsprechende Histologiekassetten gebettet lGiber Nacht bei 4 °Cin
10 % Formalin (Sigma Aldrich, Deutschland) fixiert.

Beruhend auf dem Protokoll von Yilmaz et al. werden Krypten wie folgt aus dem proximalen
Dinndarm isoliert [203]: Letzterer wird longitudinal aufgetrennt und in einer mit kaltem PBS
geflllten Petrischale griindlich gewaschen. Der Darm wird anschlieBend mehrfach gefaltet
und lateral in 5 mm grol3e Stilicke zerschnitten. Diese werden in einen 50 ml Falcon tiberfiihrt
und in den enthaltenen 20 ml einer 5 mM Ethylendiamintetraacetat-Losung (EDTA, Sigma
Aldrich, Deutschland) gelegentlich vorsichtig geschwenkt. Der sechszahnige Chelator EDTA
kann Kalzium als Zentralatom binden, welches dabei den auf Cadherinen basierenden
extrazellularen Kontakten des intestinalen Epithels entzogen wird. Da Cadherin (,calcium
adhering”) fur seine Funktion Calcium bendtigt, werden somit die Zellkontakte zwischen der
Lamina Propria und den Epithelzellen aufgetrennt und die Krypten nach und nach abgel6st.
Die EDTA-Losung wird nach jeweils 10 Minuten insgesamt zweimal gegen frische Losung
ausgetauscht. Nach Abschluss der 30-minitigen Inkubation wird das EDTA entfernt und durch
20 ml kaltes PBS ersetzt. Die Kryptensuspension wird 30 Sekunden lang kraftig geschuittelt,
wodurch Epithel und Bindegewebe nun endgiiltig voneinander getrennt werden. Dieser
Schritt erfolgt nach 5-mindtiger Inkubation auf Eis ein zweites Mal. Die suspendierten Zellen
werden durch einen Zellfilter mit 100 um roBen Poren in einen neuen 50 ml Falcon umgefillt.

Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 400 g und 4 °C wird der Uberstand verworfen, das
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Zellpellet in 1 ml PBS lysiert und je 500 ul der Zellsuspension werden in 1,5 ml Safe Seal Tubes
Uberfihrt. Diese werden erneut bei 1.200 rpm und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert, bevor

die Pellets nach Abnahme des Uberstandes auf Stickstoff schockgefroren werden.

2.1.3.2 Akute DSS (dextran sodium sulfate)-induzierte Colitis

Fir die Durchfiihrung der Colitis-Modelle wird sich grundsatzlich an den Erkenntnissen der im
Folgenden zitierten Publikation orientiert [204]. An Tag 0 der Colitis wird das autoklavierte
Trinkwasser von mindestens fiinf 8 - 20 Wochen alten, geschlechtsgepaarten
Wurfgeschwistern der Genotypen Rnaseh2b/Xbp1™f,  Xbp12€, Rnaseh2b™t¢ und
Rnaseh2b/Xbp1*t¢ fir 6 Tage mit 1 % DSS (dextran sodium sulfate, MP Biomedical,
Deutschland) versehen. Danach bekommen die Mause filir 4 weitere Tage reguldres
Trinkwaser. Auf eine Trennung der Tiere nach Genotypen ist zu achten.

Fir jedes Tier werden die klinischen Symptome taglich mithilfe eines vereinfachten disease
activity index (DAI) erhoben: Dafiir werden die Tiere gewogen, Stuhl und Rektum werden im
Hinblick auf vorhandene Blutungen untersucht. Bei einem Gewichtsverlust von mehr als 25 %
gegenlber dem Vortagesgewicht werden die Tiere vorzeitig aus der Studie gezogen und
getotet. An Tag 9 werden alle Tiere euthanasiert. Proben werden gemald des in Kapitel 2.1.3.1

beschriebenen Standardschemas entnommen.

2.1.3.3 Chronische DSS-induzierte Colitis

Fiir ein chronisches DSS-Colitis-Experiment werden je mindestens vier 8 - 20 Wochen alte,
geschlechtsgepaarte Wurfgeschwister der nach Genotypen getrennten Rnaseh2b/Xbp1f/f,
Xbp1™EC,  Rnaseh2b™t¢ und Rnaseh2b/Xbpl™tC Tiere bendtigt. Der hier gewahlte
experimentelle Aufbau beruht auf der wiederholten Gabe von 1 % DSS in autoklaviertem
Trinkwasser. Der erste, einwdchige DSS-Zyklus beginnt an Tag 7; das zweite Mal wird ab Tag
28 fir finf Tage DSS zum Trinkwasser hinzugegeben. In einem Wiederholungsexperiment wird
ein dritter, flinftagiger DSS-Zyklus ab Tag 56 hinzugefiigt, da die Mause im vereinfachten DAI
Punktzahlen erzielen, die nicht mit einer ausreichenden Entziindungsstarke korrelieren.

Kurz vor Ende des Experiments wird mithilfe des Hemoccult-Testes detektiert, ob sich im Stuhl
auf Tumore hinweisendes Blut befindet. Die Mause werden ab Tag 90 euthanasiert und
koloskopiert; Proben werden gemaR des in Kapitel 2.1.3.1 beschriebenen Standardschemas

entnommen.
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2.1.3.4 Intraperitoneale Rapamycin-Behandlung

Um den Einfluss intraperitonealer Rapamycin-Injektion (30 G Kanilen) auf intestinale
Proliferationsraten zu ermitteln, werden je n = 6 - 7 geschlechtsgepaarte Rnaseh2b®t¢- und
Rnaseh2b/Xbp1*'tc-M3use im Alter von 14 - 36 Wochen nach Genotypen und
Versuchsgruppen getrennt und Uber einen Zeitraum von 7 Tagen taglich mit DMSO
(Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich, Deutschland) oder mit Rapamycin (1,5 mg / kg
Korpergewicht, gelost in DMSO; LC Laboratories, UK) behandelt. Aufgrund der weiten
Altersspanne wird bei der randomisierten Gruppeneinteilung auf eine ausgeglichene
Verteilung jingerer und d&lterer Versuchstiere geachtet. An Tag 8 werden die Tiere

euthanasiert, Proben werden wie in Kapitel 2.1.3.1 beschrieben entnommen.

2.2 Intestinale Organoide

2.2.1 Isolierung und Kultivierung

Wie in Kapitel 1.3.2.1 erlautert, ist es Sato et al. gelungen, von multipotenten Lgr5*-ISC
ausgehende, intestinale Organoide heranzuziichten [129, 143]. Diese kultivierbaren Miniatur-
Darme entsprechen ihrem in in-vivo Gegenstiick in Morphologie und Funktion. Fir das
Wachstum der Stammzellen wird eine basalmembrartige Matrix bendétigt; hierzu wird das von
murinen Sarkomzellen produzierte, laminin- und kollagenreiche BD Matrigel® (BD
Biosciences, Deutschland) verwendet. Da dieses bei Raumtemperatur auspolymerisiert, muss
es zum Aussden der Zellen stets auf 4 °C gekiihlt sein. Als Stammzellmedium dient das
IntestiCult™ Organoid Growth Medium (STEMCELL Technologies, Deutschland), welches unter
anderem die ISC-stabilisierenden Faktoren EGF, Noggin und R-Spondin 1 beinhaltet und
zusatzlich manuell mit 1 ml Penicillin / Streptomycin (Life Technologies, Deutschland)
versehen wird.

Fiir die Generierung intestinaler Organoide wird sich prinzipiell der Methoden von Sato et al.
bedient. Dazu werden Diinndarmkrypten wie in Kapitel 2.1.3.1 beschrieben isoliert. Von dem
in PBS suspendierten, durch einen 100 um Zellfilter gegebenen Kryptenfiltrat werden 5 pl
entnommen, um die enthaltene Kryptenanzahl mithilfe des Axio Observer Al Lichtmikroskops
(Zeiss, Deutschland) zu ermittteln und fiir die Kalkulation des zur Aussaat der Zellen
bendtigten Kryptensuspensionsvolumens heranzuziehen. Pro pl Matrigel sollen 10 Organoide
heranwachsen; pro Well werden 100 ul Matrigel bendtigt. Das berechnete

Suspensionsvolumen wird dem Falcon entnommen, in ein steriles 1,5 ml Tube tberfiihrt und
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10 Minuten bei 1.200 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Zellpellet in zwei Teile Matrigel und einen Teil PBS gegeben. Davon werden auf einer 24-Well
Platte pro Well 100 ul in Form einer Halbkugel ausgesat, fir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert

und abschlieRend mit 500 ul 37 °C warmem Stammzellmedium versehen.

2.2.2 Erhaltung der Organoidkulturen

Da Stammzellen sowohl die Fahigkeit zur unlimitierten Selbsterneuerung als auch zur
multipotenten Differenzierung besitzen, kdnnen Organoide unbegrenzt lange in Kultur
bleiben. Zu achten ist auf einen Nahrmediumwechsel, der alle 3 bis 4 Tage oder bei Bedarf
schon friiher erfolgen sollte. Dafiir wird der Zustand der Zellen taglich mikroskopisch beurteilt.
Wodchentlich miissen die Organoide einmal in neues Matrigel passagiert werden: Zunachst
werden sie mit je 800 pl kaltem PBS aus ihrem Well gel6st, nach Genotypen getrennt in einen
15 ml Falcon lberfiihrt und bei 400 g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird
vorsichtig abgenommen und verworfen, das Pellet in 100 pl kaltem PBS mit einer gelben
Pipettenspitze mehrfach kraftig resuspendiert. Dieser als ,splitting” bezeichnete Vorgang
zerstort die Organoide so, dass sich ausgehend von den erhaltenen einzelnen Stammzellen
neue Darmstrukturen formieren. Die Zellen werden in einen Teil PBS und zwei Teile Matrigel
gegeben, zu je 100 pl pro Well auf einer neuen 24-Well Platte ausgesat und nach 10-mindtiger
Inkubation bei 37 °C mit ebenfalls 37 °C warmem 500 pl Nahrmedium versehen. Durch das
Splitten lasst sich die Kultur mit jeder Passage mindestens um den Faktor 3 vergroRern, sodass
regelmalig neue Organoide zur experimentellen Verwendung zur Verfliigung stehen.

Sollten die Organoide fir ldngere Zeit nicht flr Experimente benétigt werden, empfiehlt es
sich aus Kostengriinden, diese wegzufrieren. Dafiir wird jedes Well nach Entfernen des
Zellmediums mit 500 pl CryoStor® CS10 (STEMCELL Technologies, Deutschland) iiberschichtet,
der Inhalt resuspendiert und in ein kryogenes Tube lberfihrt. Die KryogefalRe werden in einer
CoolCell® Box (Biocision, USA) gesammelt und bei -80 °C weggefroren.

Zum Auftauen werden die Kryogefalle bei 37 °C im Wasserbad erwarmt. Der Inhalt des Tubes
wird in einen 15 ml Falcon Uberfihrt und in einem auf 37 °C erwdarmten Milliliter DMEM/F-12
GlutaMAX (Dulbecco's Modified Eagle Medium / Nutrient Mixture F-12 GlutaMAX, Gibco,
Deutschland) lysiert. Nach 3-miniitiger Zentrifugation bei 400 g wird der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wird in 100 ul Matrigel vorsichtig resuspendiert, in einem Well einer

24-Well Platte ausgesat, 10 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und mit 500 pl 37 °C
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warmem Zellmedium versehen. Der Zeitpunkt des ersten Splittens muss hier je nach Viabilitat

der Organoide individuell mithilfe des Axio Observer Al Lichtmikroskops beurteilt werden.

2.2.3 Colony formation assay

Das Proliferationspotenzial der Organoide wird nach Aufspaltung der Minidarme in einzelne
Zellen evaluiert. Hierbei werden sowohl die Anzahl neu gewachsener Kolonien als auch deren
Durchmesser bewertet.

Organoide werden fiir 5 Tage auf einer 24-Well Platte kultiviert, bevor sie nach Abnahme des
Mediums in je 700 pl TrypLE™ Express (Gibco, Deutschland) resuspendiert, in einem 15 ml
Falcon im 37 °C warmen Wasserbad fir 10 Minuten inkubiert und dabei lysiert werden. Nach
erneuter Resuspension und 3-miniitiger Zentrifugation bei 400 g wird der Uberstand
verworfen und das Zellpellet vorsichtig in 500 ul DMEM/F-12 GlutaMAX gel6st. Von der
entstandenen single-cell-suspension werden pro Organoid-Genotyp jeweils 20 pl entnommen
und die enthaltene Zellzahl mittels des Cellometers Auto T4 Plus (Heraeus, Deutschland)
bestimmt. Auf einer 24-Well Platte werden nun pro Well 10.000 Zellen in 40 ul PBS / Matrigel
neu ausgesat. Mithilfe eines Dreisatzes wird die hierflir benétigte, aus jedem Ansatz zu
entnehmende Mikrolitermenge errechnet. Letztere wird mit der entsprechenden Menge an
PBS / Matrigel aufgefillt und ausgesat. Nach 10-minitigem Aushérten des Gels werden die
Organoide je mit 500 pl 37 °C warmem Nahrmedium bedeckt.

Die Zellen werden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, an jedem dritten Tag erfolgt ein
Mediumwechsel. Empirisch gesehen sind die anwachsenden Organoide am 3. Tag nach der
Aussaat meistens noch zu klein; entsprechend wird am 4. Tag angefangen, die Kolonien
auszuzahlen. Mehrere Ansatze haben gezeigt, dass an Tag 10 sowohl zuverldssige Aussagen
Uber die Menge als auch tiber die GrofRe der Minidarme getroffen werden kénnen. Die grofSten
Organoide jedes Genotyps werden mit dem Axio Observer Al Lichtmikroskop fotografiert und
anschlieRend am Computer mit der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software ausgewertet: Bei
zystischen Organoiden wird zur zweidimensionalen Oberflaichenbestimmung jeweils der
Durchmesser quadriert; bei oval wachsenden werden jeweils ein horizontaler und ein

waagerechter Durchmesser miteinander multipliziert.
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2.3 Zellkultur muriner intestinaler Epithelzellen

Far Zell-Modelle werden murine, intestinale iCtrl und iXbpl ModeK (,i“ fir interfering)
Epithelzellen verwendet [21]. Das Xbp1-Gen wird hier an der Expression gehindert, in dem die
iXbpl Zellen mit einem Plasmid transfiziert werden, welches in eine mit dem Xbp1-Gen
interferierende RNA-Sequenz transkribiert wird. Fur die iCtrl-Linie wird ein entsprechender
Kontrollvektor verwendet; der Knock-Down wird mittels PCR bestatigt. Zusatzlich werden die
Zellen mithilfe des SV40 Virus (simian vacuolating virus) aus der Familie der Polyomaviridae
immortalisiert, dessen doppelstrangige, cyclische DNA fiir das Onkoprotein “large T antigen”
kodiert. Dieses induziert unter anderem durch die Beeintrachtigung der Signalantwort des
Tumorsuppressors p53 eine maligne Transformation und konsekutive Unsterblichkeit der
Zellen.

ModeK-Zellen werden nach Genotypen getrennt auf 6-, 24- oder 96-Well Platten ausgesat und
mit 37 °C warmem DMEM GlutaMAX™ Medium (Gibco, Deutschland) mit 10 % FCS (fetal calf
serum, Merck Millipore, Deutschland) bei 37 °C kultiviert. Pro Well werden dabei 2 ml (6-Well
Platte), 0,5 ml (24-Well Platte) oder 100 pul (96-Well Platte) Medium verwendet; alle 2 - 3 Tage

sollte ein Mediumwechsel mit zuvor auf 37 °C erwdarmtem Medium erfolgen.

2.3.1 Transfektionen mit siRNA (small interfering RNA)

Um den Effekt ausgewadhlter Gene beurteilen zu kénnen, kénnen diese mithilfe von small
interfering RNA (im Folgenden als siRNA bezeichnet) an ihrer Exprimierung gehindert werden.
Diese 20 - 25 Basenpaare langen, doppelstrangigen RNA-Sequenzen binden komplementar an
entsprechende mRNA-Elemente und verhindern somit deren Translation.

Zur Transfektion werden die Zellen etwas weniger dicht als tiblich ausgesat. Damit die siRNA
die Plasmamembran iiberwinden kann, bildet sie mit dem hinzugezogenen Viromer® BLUE
(Lipocalyx, Deutschland) Transfektionskomplexe, fusioniert mit der Zellmembran und wird
endozytotisch aufgenommen.

Zuerst wird das im Kit enthaltene Viromer im Verhdltnis 1 : 90 zu dem ebenfalls
bereitgestellten Puffer gegeben und kurz gevortext. Die siRNA wird mit dem Puffer auf eine
Konzentration von 2,8 uM verdiinnt, im Verhéltnis 1:10 zu der Viromer-Puffer-L6sung
gegeben und flr 15 Minuten bei Raumtemperatur komplexieren gelassen. AnschlieRend

werden die Zellen in jedem Well direkt nach ihrer Aussaat auf einer 24-Well Platte mit 50 pl

32



der Transfektionskomplexe versehen. Die Zellen werden fiir mindestens 24 h bei 37 °C

inkubiert, bevor sie stimuliert oder geerntet werden kdnnen.

siRNA Konzentration Firma Artikelnummer

AllStars Negative 20 uM Qiagen, Deutschland S103650318
Control siRNA

Ddit4l 10 uM Qiagen, Deutschland GS73284
p53 10 uM Qiagen, Deutschland GS22059
Rnaseh2b 10 uM Qiagen, Deutschland GS67153

Tabelle 2 - 3: Im Rahmen der Experimente verwendete siRNA

2.4 Proteinnachweis

2.4.1 Proteinisolierung und Konzentrationsbestimmung

Zellen werden fur mindestens 24 h auf 6-Well Platten kultiviert, anschlieend stimuliert und
nach Entfernung des Mediums mit je 1 ml warmem PBS gewaschen. Dann werden sie mit 80
ul denaturating lysis buffer (im Folgenden als DLB Puffer bezeichnet) bedeckt, mit einem
Zellschaber von der Platte gel6st und in ein 1,5 ml Safe Seal Tube Gberfihrt.

Organoide werden auf einer 24-Well Platte fir 5 Tage kultiviert, um eine ausreichende
OrganoidgrofRe und somit Zellzahl zu erzielen. Jeweils 3 Wells eines Genotyps werden auf die
gleiche Art und Weise stimuliert, um diese nach Abnahme des Mediums in je 800 pl kaltem
PBS zu ernten und in einem 15 ml Falcon zusammenzufiihren. Nach 3-mindtiger Zentrifugation
bei 400 g wird der Uberstand entfernt und das Zellpellet in mit vorher auf 37 °C erwdrmtem
TrypLE™ Express resuspendiert. Die Proben werden 5 Minuten bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert, wobei die Organoide in einzelne Zellen zerteilt werden. Nach erneuter, kurzer
Resuspension erfolgt eine weitere 3-minitige Zentrifugation bei 400 g. Der Uberstand wird
verworfen, das Zellpellet in 80 ul DLB Puffer geldst und in ein 1,5 ml Safe Seal Tube liberfiihrt.
Die in DLB Puffer lysierten Zellen werden nun zwecks Denaturierung der Proteine fiir 5
Minuten bei 95 °C erhitzt. Anschliefend werden sie zum Aufbrechen der Zellen zweimal fiir 5
Sekunden bei 20 KHz (Sonopuls HD 200, Bandelin, Deutschland) sonifiziert; es folgt eine 15-
miniitige Zentrifugation bei 16.000 g und 4 °C. Der die Proteine enthaltende Uberstand wird

in ein neues 1,5 ml Safe Seal Tube umpipettiert und auf Eis gelagert.
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An dieser Stelle konnen die fertigen Proteinlysate entweder bei -80 °C weggefroren werden,
oder es kann eine Konzentrationsbestimmung nach dem Prinzip von Lowry mit dem Detergent
Compatible Protein Assay Kit (Bio-Rad, USA) erfolgen [205]. Das in dem Kit bereitgestellte
Reagenz A enthélt Kupfer(ll)-lonen in alkalischer Losung, die im alkalischen Milieu mit den
Peptidbindungen der Proteine einen Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Durch diese Bindung
werden die Kupfer(ll)-lonen im zweiten Schritt zu Kupfer(l)-lonen reduziert, um im Folgenden
ihrerseits das im Reagenz B beinhaltete gelbe Folin zu reduzieren. Es entsteht eine
Blaufarbung, die bei 750nm photometrisch erfasst werden kann (Infinite M200 Pro
Plattenfotometer, Tecan Schweiz).

Fir die Durchfihrung des Assays wird zunachst eine Standardverdiinnungsreihe angelegt.
Dafiir werden 68 pl aqua bidest mit 12 pl bovinem Serum-Albumin (10 mg / ml; BSA, Roth,
Deutschland) in einem 0,5 ml Tube vermischt, um eine Konzentration von 1,5 mg / ml zu
erhalten. Durch Vorlage von 20 pl aqua bidest in sechs weiteren 0,5 ml Tubes und das
Weiterpipettieren von 50 ul aus dem ersten Tube in das zweite, Resuspension, und das
jeweilige Weitergeben von 50 ul der so entstandenen neuen Verdiinnung in das nachste der
Eppendorf GefdlRe, wird eine Verdiinnungsreihe mit sieben verschiedenen Konzentrationen
zwischen 0,2 und 1,5 mg / ml erlangt.

Diese Standardreihe und eine zusatzliche reine Wasserkontrolle werden nun in Duplikaten fir
eine Doppelbestimmung auf eine 96-Well Mikrotitierplatte mit rundem Boden Uberfihrt,
dabei werden 5 pl pro Well verwendet. Von jedem Proteinlysat werden ebenfalls zweimal 5
pl auf die Platte Gibertragen. Anschlielend werden in jedes Well 0,5 pl von Reagenz S, welche
im Lysepuffer enthaltene Detergenzien neutralisiert, zusammen mit 24,5 ul von Reagenz A
gegeben; es folgen 200 pl / Well von Reagenz B. Nach 5 - 10-mintiger Inkubation auf einem
Plattenschittler (Edmund Biihler GmbH, Deutschland) wird die Optische Dichte bei 750nm
gemessen. Mithilfe einer Eichkurve kann aus der Standardverdiinnungsreihe quantitativ die
Proteinkonzentration in den Lysaten errechnet werden. Die Lysate werden mithilfe von 1 x
PBS und 5 x Natriumdodecylsulfat-Ladepuffer (sodium dodecy! sulfate, SDS) auf eine

Konzentration von 0,5 - 1 pug / ul verdiinnt.

2.4.2 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
Eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Trennung

von Proteinen nach ihrer GréRBe in zwei verschiedenen, Ubereinander geschichteten
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Polyacrylamidgelen [206]. Der 5 x SDS-Ladepuffer, mit dem die Lysate versetzt werden,
enthalt Dithiothreitol, welches die Proteine reduziert, so dass diese nun durch das ebenfalls
im Ladepuffer enthaltene anionische Detergens SDS proportional zu ihrem Molekulargewicht
gebunden werden kénnen. Dadurch wird die Eigenladung der EiweiRe so tiberdeckt, dass sie
nun einheitlich negativ geladen sind und somit ihre GréRe die zur Auftrennung entscheidende
Komponente ist.

Zunachst werden die Gele gegossen, in dem die folgenden Inhaltsstoffe in einem Falcon

gemischt und dann zum Auspolymerisieren zwischen zwei Glasplatten pipettiert werden:

Sammelgel 15 %-Trenngel
APS (pl) 30 100
aqua bidest (ml) 1,95 2,5
(Bis)-Acrylamid (ml) 0,3 5
TEMED () 3 10
4x Trennpuffer (ml) - 2,5
4x Sammelpuffer (ml) 0,75 -

Tabelle 2 - 4.1: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Dabei wird zunachst das Trenngel bis zu einer Héhe von 5 cm zwischen die Platten gegossen,
mit 70 % Ethanol (Merck, Deutschland) liberschichtet und 15 Minuten ausharten gelassen.
Nun wird das Ethanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert und ein Kamm zum
Bilden der Ladetaschen in das noch fliissige Gel gesteckt. Das Sammelgel bendétigt weitere 30
Minuten zum Ausharten. Der Kamm wird entfernt, die Glasplatte mit den Gelen in eine
Laufkammer eingespannt und mit 1 x Tris-Glycin-SDS (TGS-)Laufpuffer bedeckt. Die
Sammeltaschen werden mit dem Laufpuffer gesplilt; anschliefend werden sie mit 5 pl des
Markers PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas, Deutschland) und mit je 20
pl der mit SDS-Ladepuffer und PBS versehenen Proteinlysaten befiillt. Waren die Proben
vorher weggefroren, werden sie vor der Auftragung auf das Gel noch einmal fiir 5 Minuten bei
95 °C erhitzt.

Die Elektrophorese findet in zwei Schritten statt (Biometra PP400; Biometra, Deutschland):

Bei jeweils unbegrenzter Spannung wird zunachst 30 Minuten lang eine Stromstarke von 15
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mA pro Gel eingestellt; nachdem die Proteine das Ende des Sammelgels erreicht haben, wird
die Stromstarke fir eine weitere Stunde auf 30 mA pro Gel erhéht. Durch das Anlegen der
Spannung werden die Proteine der Grof3e nach in Richtung Anode aufgetrennt — die kleineren

Proteine wandern hierbei natiirlich schneller als die gréReren.

2.4.3 Western Blot

AnschlieBend wird der Laufpuffer entfernt und das Gel aus den Glasplatten herausgelost. Fiir
einen Semi-Dry-Blot werden in der GrofRe des Geles zwei dicke, ein diinnes Filterpapier und
eine Polyvinylidendifluorid-Membran zugeschnitten. Die Membran wird fir 10 Sekunden in
Methanol (Merck, Deutschland) aktiviert. Dadurch wird ihre Hydrophobizitdt so verandert,
dass die Proteine spater Gber Wasserstoffbriickenbindungen an ihr haften bleiben. Nun wird
die Membran 5 Minuten in aqua bidest gewaschen und fiir mindestens weitere 5 Minuten in
den Anodenpuffer 1 gelegt. Das dinne Filterpapier wird ebenfalls fir 5 Minuten im
Anodenpuffer 2 getrankt, die beiden dicken Papiere werden gleichzeitig jeweils mit
Anodenpuffer 1 und Kathodenpuffer durchweicht. Das Western-Blot Sandwich wird
abschlieRend ausgehend von der Kathode in der folgenden Reihenfolge luftblasenfrei
Ubereinandergeschichtet: Kathodenpufferfilterpapier, Gel, Membran, Anoden-
pufferfilterpapier 1, Anodenpufferfilterpapier 2. Zum Blotten wird das Trans-Blot Turbo
Transfer System (Stuart Scientific, UK) verwendet: Uber 45 Minuten werden durch das
Anlegen einer Spannung von 25 V bei einer Stromstdrke von 0,1 A die negativ geladenen
Proteine vom Gel auf die Membran Ubertragen. Letztere wird kurz in einem mit Tris balanced
solution with Tween20 (im Folgenden als TTBS bezeichnet) gefiillten 50 ml Falcon gewaschen
und anschlieSend fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit in TTBS geléstem, 5 % BSA oder

MMP (Magermilchpulver, Bio-Rad, Deutschland) geblockt.

2.4.4 Proteindetektion

Es folgt die Inkubation mit einem gegen das Protein gerichteten primaren Antikorper (Tabelle
2 - 4.2) bei 4 °C lUber Nacht. Nach dreimaligem, je 15-miniitigen Waschen mit TTBS bei
Raumtemperatur wird ein passender sekundarer Antikdrper (Tabelle 2 - 4.3) fiir 45 Minuten
auf die Membran gegeben. Dieser bindet den primaren Antikérper und ist zusatzlich an eine
Merrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Letztere lasst sich nach

erneutem dreimaligen, 30-miniitigem Waschen wie folgt zu Nutze machen: Das zur Detektion
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verwendete Pierce ECL™ Plus Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific,
Deutschland) beruht auf einer durch die HRP katalysierten Oxidation von Luminol durch
Wasserstoffperoxid. Daflir werden 975 ul der im Kit enthaltenen Losung A mit 25 pl von
Losung B vermischt und auf der Membran fiir 5 Minuten im Dunkeln inkubiert. Die durch die
Reaktion entstehende Chemilumineszenz wird mithilfe der Entwicklermaschine Curix 60 (Agfa,
Belgien) auf einem Rontgenfilm festgehalten (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare,
Deutschland). Wie lange der Film dafiir belichtet werden muss, ist sowohl vom primaren
Antikorper als auch von der aufgetragenen Proteinkonzentration abhangig. Um im Folgenden
weitere Proteine nachweisen zu kdnnen, wird die Membran kurz in TTBS gewaschen und dann
zur Inkubation Uber Nacht mit einem weiteren primaren Antikérper versehen. Sollten
mehrere zu detektierende Proteine eine dhnliche GrolRe haben, empfiehlt es sich, die
Membran fir 20 Minuten bei 56 °C mit Stripping Puffer und darin geléstem 400 upl B-
Mercaptoethanol (Sigma Aldrich, Deutschland) zu versehen. Dadurch werden alle noch
vorhandenen Bindungen zwischen Membran und Antikérpern gel6st. Alternativ kann die
Membran auch 20 Minuten lang mit 1 : 1 in aqg bidest verdiinntem H;0, (Wasserstoffperoxid,
Sigma Aldrich, Deutschland) inkubiert werden. Nach diesem Schritt ist auRerdem ein
einstliindiges, erneutes Blocken in 5 % BSA und ein nachfolgendes dreimaliges Wechseln des

TTBS Waschpuffers nach je 10 Minuten notig.

Prim. Antikdrper Ursprung  Verdiinnung Firma Artikelnr.
R-Aktin Maus 1:1000in5 % Sigma Aldrich, A-5441
BSA in TTBS Deutschland
B-Tubulin Kaninchen | 1:1000in5 % Abcam, UK ab6046
BSA in TTBS
GAPDH Maus 1:1000in5% @ Santa Cruz, Deutschland sc-365062
BSA in TTBS
PARP Kaninchen | 1:1000in 5% | Cell Signaling Technology, 9542
BSA in TTBS Niederlande
pS6 Kaninchen 1:1000in5% Cell Signaling Technology, 5364
BSA in TTBS Niederlande
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p-4E-BP1 Kaninchen | 1:2000in 5% | Cell Signaling Technology, 2855
BSA in TTBS Niederlande
S6 Kaninchen 1:1000in5 % @ Cell Signaling Technology, 2317
BSA in TTBS Niederlande
YH2AX Kaninchen | 1:1000in 5% | Cell Signaling Technology, 2577
BSA in TTBS Niederlande
4E-BP1 Kaninchen 1:2000in5% | Cell Signaling Technology, 9644
BSA in TTBS Niederlande
Tabelle 2 - 4.2: Ubersicht iiber die verwendeten primiren Antikorper fiir Western Blots
Sek. Antikorper Ursprung Verdiinnung Firma Artikelnr.
Rabbit IgG, HRP- Schaf 1:3000in5 % GE Healthcare, NA934-1ML
linked BSA in TTBS Deutschland
Mouse IgG, HRP- Schaf 1:3000in5% GE Healthcare, NA931-1ML
linked BSA in TTBS Deutschland

Tabelle 2 - 4.3: Ubersicht iiber die verwendeten sekundiren Antikorper fiir Western Blots

2.5 Analyse des Transkriptoms

2.5.1 RNA-Isolation

Zur Isolation von RNA wird das RNeasy Mini Kit von Qiagen (Deutschland) verwendet. Mithilfe
von Guanidiniumthiocyanat werden die gewiinschten Zellen zunachst lysiert; gleichzeitig
werden Enzyme, insbesondere RNasen, durch diese Chemikalie inaktiviert. Unter Zugabe von
Ethanol bindet die RNA selektiv an die im Kit enthaltene Silicium-Membran und trennt sich
somit von den restlichen Zellbestandteilen. Nach mehrfachem Waschen wird die RNA

abschlieRend von der Membran in RNase-freies Wasser eluiert. Das Prinzip basiert

grundlegend auf der single step Methode von Chomczynski und Sacchi [207].

Séamtliche im Folgenden erwahnten Puffer und Saulen sind im RNeasy Mini Kit enthalten. Um
eine ausreichende Zelldichte zu erhalten, werden Zellkulturproben vor Isolation fir
mindestens 48 Stunden, Organoide flir mindestens 4 Tage kultiviert. Zur Zellernte von einer

24-Well Platte wird nach Verwerfen des Zellmediums jedes Well mit 350 pl RLT Puffer versetzt.
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Dieser enthalt pro Milliliter zuséatzlich 10 pl B-Mercaptoethanol. Im RLT Puffer suspendiert
werden die Zellen auf einen QIAShredder gegeben. Nach einminltiger Zentrifugation bei
12.000 rpm wird die Saule verworfen, der Durchfluss jeweils mit 350 ul 70 %-igem Ethanol
vermischt und anschlieend auf eine RNeasy Mini Saule pipettiert. Es folgt eine 30-sekiindige
Zentrifugation bei 10.000 rpm, das Verwerfen des Durchflusses und ein einmaliges Waschen
mit 350 ul RW1 Puffer. Nach erneuter 30-sekiindiger Zentrifugation bei 10.000 rpm wird mit
einer 100 pl-Pipettenspitze der Ring oberhalb der Silikon-Membran gereinigt, um bei einer
letzten, ,trockenen” Zentrifugation samtliche Flissigkeit aus der Membran zu entfernen. Nun
wird letztere fir 20 Minuten mit 10 pl DNase in 70 pl RDD Puffer bedeckt (RNase Free DNase
Set (50), Qiagen, Deutschland), um den DNase-Verdau zu starten.

AnschlieBend folgen weitere Waschschritte mit 350 pl RW1 und 500 pl RPE Puffer, nach denen
die Saule jeweils flir 30 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen
wird. Einer vorletzten einminitigen Zentrifugation bei 12.000 rpm folgend wird die Sdaule zum
Eluieren der RNA in ein steriles 1,5 ml Tube gesteckt, mit 30 ul RNase-freiem Wasser fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieRend fiir eine Minute bei 12.000 rpm
zentrifugiert. Die RNA wird auf Eis gelagert, wahrend ihre Konzentration mit dem NanoDrop
Spectrometer 1000 Messgerat (Biometra, Deutschland) in ng / pl bestimmt wird. Dafir wird
zuerst mit 1,5 pul RNase-freiem Wasser ein Nullwert festgelegt, gegen den dann die einzelnen
Samples bei 260 nm gemessen werden. Die Proben werden nun entweder direkt fiir die

Reverse Transkription genutzt oder bei -80 °C weggefroren.

2.5.2 Reverse Transkription

Fir die Expressionsanalyse bestimmter Gene wird die RNA zunadchst mithilfe einer Reversen
Transkriptase, Zugabe von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (im Folgenden als dNTPs
bezeichnet) und Oligonucleotidprimern (Oligo-(dT)1g) in komplementdre DNA, also cDNA,
umgeschrieben. Genutzt wird das Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific, Deutschland). Aus den zuvor mit dem NanoDrop-Messgerat ermittelten RNA-
Konzentrationen wird errechnet, wie viele Mikroliter jeder Probe fiir eine Gesamtmenge von
100 ng RNA entnommen werden missen. Das berechnete RNA-Volumen wird jeweils mit
0,125 pl Oligo-(dT)1g Primern, 0,5 ul dNTPs und 2,375 ul RNase-freiem Wasser zusammen in
ein 0,2ml Tube gegeben und fiir 5 Minuten im 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, Deutschland) auf 65 °C erhitzt. AnschlieRend werden zu jeder Probe 2 pl RT Puffer
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und 0,5 pl der Reversen Transkriptase (beides im Kit enthalten) hinzugefiigt und im
Thermocycler folgendem Programm unterzogen: 10 Minuten bei 25 °C, 15 Minuten bei 50 °C,
5 Minuten bei 85 °C. Die fertig synthetisierte cDNA wird mit RNase-freiem Wasser auf eine

Endkonzentration von 5 ng / pl aufgefillt und bei -80 °C gelagert.

2.5.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)

Um die Transkriptionsrate gezielt ausgewahlter Gene bestimmen zu kdnnen, wird eine
quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain
reaction, im Folgenden als gRT-PCR bezeichnet) durchgefiihrt. Diese besteht zunachst einmal
aus den drei bekannten Schritten einer PCR, bei der durch die Zugabe von Primern und dNTPs
die korrespondierenden DNA-Abschnitte amplifiziert werden: Bei 94 - 96 °C wird der DNA-
Doppelstrang durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen in seine Einzelstrange
denaturiert, durch Absenken der Temperatur binden die Primer jeweils an das 3'-Ende der
beiden entsprechenden Sequenzen der Einzelstrange, und bei einer dem Optimum der
hitzestabilen, katalysierenden Polymerase angepassten Temperatur werden die hinter den
Primern liegenden Regionen mithilfe der dNTPs in 5' - 3'-Richtung komplementar synthetisiert.
Da dieser Zyklus solange wiederholt wird, bis eine ausreichende DNA-Menge entstanden ist,
werden die zuvor neu polymerisierten DNA-Strange im nachsten Schritt bei 94 - 96 °C ebenfalls
denaturiert und kénnen nun auch amplifiziert werden. Die Anzahl der bereits synthetisierten
Kopien der DNA ldsst sich exponentiell durch die Formel 2" berechnen, wobei n der Anzahl der
bereits gelaufenen PCR-Zyklen entspricht. Der gesamte Prozess findet automatisch in einem
Thermocycler statt.

Die gRT-PCR entscheidet sich von der herkdmmlichen PCR durch die zusatzliche Verwendung
fluoreszierender Stoffe, deren Signalstarke in Echtzeit Aufschluss lber die quantitative Menge
an synthetisierter DNA liefert [208, 209]. Hierfir gibt es zwei Verfahren: das TagMan-Prinzip
basiert auf der 5'-Endonuklease-Aktivitat der genutzten Polymerase. Die TagMan Sonde
bindet komplementdr an Regionen innerhalb der zu amplifizierenden DNA-Zielsequenz und
besitzt ein fluoreszierendes 5'-Ende und ein dieses Signal absorbierendes 3'-Ende, den sog.
Quencher. Wahrend der Elongationsphase wird die Sonde vom DNA-Einzelstrang abgespalten.
Das Fluoreszenzsignal wird dabei durch die raumliche Trennung vom Quencher aktiviert und
somit detektierbar. Der SYBR-Green Assay verwendet einen fluoreszierenden Farbstoff, der

unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet. Sobald diese denaturiert, verschwindet das
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Signal; werden durch die Polymerase bestimmte Bereiche der DNA erneut zu Doppelstrangen
synthetisiert, erscheint es wieder.

Die Primer fir den SYBR-Green Assay wurden mithilfe der PrimerBLAST-Software (NIH, USA)
designt und von der Firma Microsynth (Deutschland) bezogen; fiir den TagMan Assay wurden
die Sonden kauflich von der Thermo Fisher Scientific (Deutschland) erworben. Die restlichen,
fur die gRT-PCR notwendigen Bestandteile sind in den folgenden Reaktionsansatzen

beschrieben:

SYBR Green Menge TagMan Assay Menge
cDNA (5 ng / pl) 5ul cDNA (5 ng / ul) 5ul
Primermix (5 uM) 0,5 ul TagMan Assay (20 x) 0,5 ul
SYBR Select Mastermix (Applied 4,5 ul Gene Expression Mastermix 4,5 ul
Biosystems, Deutschland) (Applied Biosystems, Deutschland)

Tabelle 2 - 5.1: Komponentenzusammensetzung fiir SYBR Green und Tagman Assays. Die Angaben
pro Well treffen jeweils fiir eine 384-Well Platte zu

Die gRT-PCR lauft automatisch entweder im 7900HT Fast Real-Time PCR System oder im ViiA7
Real-Time PCR System (beide Applied Biosystems, Deutschland) ab. Folgender Zyklus ist
einzustellen: Zunachst werden die Proben 2 Minuten lang auf 50 °C erhitzt; fir den SYBR Green
Assay wird die cDNA weitere 2 Minuten und flir den TagMan Assay 10 Minuten lang bei 95 °C
denaturiert; der 3. Teil wird insgesamt 45 Mal wiederholt und umfasst 15 Sekunden bei 95 °C
gefolgt von einer weiteren Minute bei 60°.

Die Fluoreszenz nimmt bei beiden Methoden mit jedem Zyklus zu. Daher kann fir die
Amplifikonmenge eines jeden zu untersuchenden Genes des Ansatzes ein sogenannter Ct-
Wert (cycle threshold) ermittelt werden: Eine vorher festgelegte , Threshold” gibt an, ab
welcher Starke das Fluoreszenzsignal als ,echtes”, die Hintergrundwerte (bersteigendes
Signal gilt; der Ct-Wert entspricht nun der Anzahl der Zyklen, die das zu amplifizierende Gen
bis dorthin durchlaufen hat. Die erhaltenen Ct-Werte werden abschlielend alle ins relative
Verhaltnis zur Expression der sog. Housekeeper Gapdh oder 3-Aktin gesetzt. Basierend auf der
in cDNA transkribierten urspriinglichen Menge an mRNA kann somit die Expression eines

Genes quantitativ beurteilt werden.
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Gen Vorwirtssequenz (5 2 3Y) Riickwartssequenz (5 2 3°)
Actb GATCGGTGGCTCCATCCTGGC CGCAGCTCAGTAACAGTCCGCC
Atg5 GCGGTTGAGGCTCACTTTAT GGTTTCCAGCATTGGCTCTA
Atg7 AGCTGGAGCAGCTCATTGAT CAGAGACCATCAGCTCCACA
Atgl12 ATCCTGCTGAAGGCTGTAGG ATGCCTGGGATTTGCAGTAA
Ifit1 GAACCCATTGGGGATGCACAACCT CTTGTCCAGGTAGATCTGGGCTTCT
Ifit3 TGGCCTACATAAAGCACCTAGATGG CGCAAACTTTTGGCAAACTTGTCT
Gapdh CCGGGGCTGGCATTGCTCTCA CTTGCTCAGTGTCCTTGCTGGGG
p53 CTAGCATTCAGGCCCTCATC TCCGACTGTGACTCCTCCAT
Tmem173 AGTAGAGAGCTTTGGGGCCT TTCTGAATGGGGAGACAGCAG
Xbp1 TGGCCGGGTCTGCTGAGT ACAGGGTCCAACTTGTCCAG

Tabelle 2 - 5.2: Zusammenfassung der fiir SYBR Green Assays genutzten Primer

Gen Assay ID Firma
Actb 00607939 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Ano3 01270409 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Atg16l1 00513085 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Cend1 00432359 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Ccngl 00438084 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Cd44 01277161 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Ddit4l 00513313 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Fam212b 01609154 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Mcam 00522397 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Mdm2 01233138 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Rnaseh2b 01317628 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Sesn2 00460679 Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Sox9 00448840 Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Tabelle 2 - 5.3: Zusammenfassung der fiir TagMan Assays genutzten Primer
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2.5.4 RNA-Sequenzierung

Aus Organoiden von Rnaseh2b/Xbp1"/f-,  Rnaseh2b™fC-,  Rnaseh2b/Xbp1“tc- und
Rnaseh2b/p53~t¢-M&usen gewonnene RNA wird auf dem HiSeq3000 (lllumina, Vereinigte
Staaten) sequenziert. Fir jede Probe werden 11,8 Millionen ungepaarte, 50 Basenpaare
umfassende Fragmente analysiert. Um eine ausreichende Qualitat zu gewahrleisten, erfolgt
eine entsprechende Anpassung des Primarmaterials mithilfe von FASTQ und Cutadapt, bevor
die Rohdaten unter Zuhilfenahme von TopHat2 an das GRCm37 Referenzgenom angeglichen
werden kdnnen [210-212]. Nach Berechnung der Anzahl von mit Genen liberlappenden Reads
durch Htseq erlaubt DESeq2 die abschlieBende statistische Analyse der unterschiedlich
exprimierten Gene (differentially expressed genes, DEG), indem das bis hierhin gewonnene
Datenmaterial jedes Organoidgenotyps unter Anwendung generalisierter linearer Modelle
paarweise mit dem Transkriptom der Rnaseh2b/Xbp1"/f-Organoide verglichen wird (p < 0.05)
[213, 214]. Die zur Visualisierung der Ergebnisse herangezogenen Venn Diagramme kdnnen
mit dem VennDiagram package in R generiert werden, wahrend die biologischen Funktionen
der DEG mithilfe von topGO Datenbanken (gene ontology) und KEGG Signalwegauswertungen

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes) naher untersucht werden kénnen [215-217].

2.6 Zellviabilitats-Assay

Zum Messen der Regenerationsfihigkeit von Zellen wird der CellTiter 96° AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (kurz MTS Assay, Promega, Deutschland) genutzt. Das
enthaltene 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium (MTS) ist ein gelbes Tetrazoliumsalz, welches durch NADH-Dehydrogenasen in
lebenden Zellen zu einem braunlichen Formazan reduziert wird und somit ein MaR fur ihre
metabolische Aktivitdt liefert. Die entstehende Absorption kann bei 490 nm im
Plattenfotometer gemessen werden.

Zur Durchfihrung des Assays werden Zellen auf einer 96-Well Platte fiir rund 24h kultiviert,
bevor sie mindestens in Triplikaten mit verschiedenen Chemikalien stimuliert werden. Dabei
ist darauf zu achten, fir die spatere Auswertung sowohl einige Wells unbehandelt zu lassen
als auch Leerwertproben so zu stimulieren, dass die darin enthaltenen Zellen allesamt tot sind.
Hierflr habe ich in der Regel hochdosiertes Cytarabin A (AraC) verwendet. Nach ausreichender
Stimulationsdauer werden die Zellen mit 19 pyl MTS und 1 ul 1-methoxy phenazine

methosulfate (PMS) pro Well versehen und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. PMS dient
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hierbei als intermediarer Elektronenakzeptor. Abschliefend kann die Absorption bei 490 nm
evaluiert werden.

Da sowohl das Zellmedium als auch das MTS selber eine gewisse optische Dichte besitzen,
kann dieses Signal in der Auswertung durch das Subtrahieren der Totkontroll-Werte von den
restlichen Messwerten neutralisiert werden. Um das prozentuale MaRR metabolisch aktiver

Zellen zu bestimmen, werden die unstimulierten Proben als Referenzwert genutzt.

2.7 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Verfahren dienen der quantitativen Bestimmung von mit
Fluoreszenzfarbstoffen oder fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gefarbten Zellen. Diese
werden in kirzester Zeit in einem laminaren Strom an einem Laserstrahl vorbeigeleitet,
welcher sie zur Emission von Licht bestimmter, fir den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff
charakteristischer Wellenlange anregt. Zur Durchfiihrung von Zelltodassays wird sowohl der
im Fluoreszenzkanal 1 (FL-1) messbare Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) als auch das
mittels FL-3 detektierbare 7-Aminoactinomycin (7-AAD) verwendet.

Wahrend der FITC-gekoppelte Antikorper Annexin V spezifisch an Phosphatidylserin bindet,
welches von friihapoptotischen Zellen auf die extrazelluldre Seite der Plasmamembran
transloziert wird, kann der Interkalator 7-AAD nur in spatapoptische oder nekrotische Zellen
eindringen, deren Membranen perforiert sind.

Zellen werden fiir mindestens 24h auf 24-Well Platten kultiviert, bevor sie stimuliert werden.
Das Zellmedium wird abgenommen und in einzelne 1,5 ml Tubes Uberfihrt, um auch im
jeweiligen Uberstand enthaltene, tote Zellen fiir die Auswertung nutzen zu kénnen. Jedes Well
wird mit 75 pl erwdarmtem Trypsin-EDTA (Gibco, Deutschland) versehen und die Platte wird
bei 37 °Cfir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Dadurch werden die Zellen im Trypsin gelost,
aber intrazelluldre Zellbestandteile noch nicht angegriffen. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 150 uyl DMEM Medium pro Well geblockt. Mithilfe der Pipettenspitze werden die Zellen
aus ihrem Well geldst und in die korrespondierenden, die Uberstinde enthaltenden 1,5 ml
Tubes gegeben. Nach 2-miniitiger Zentrifugation bei 3.000 g wird der Uberstand verworfen,
das Zellpellet jeweils in 100 ul PBS resuspendiert und auf eine 96-Well Mikrotitierplatte mit
spitz zulaufenden Wells umpipettiert.

Organoide werden auf einer 24-Well Platte fiir 5 Tage kultiviert. Pro Genotyp werden jeweils

3 Wells auf die gleiche Art und Weise stimuliert, nach Abnahme des Mediums in je 800 pl
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kaltem PBS geerntet und nach Sammeln in einem 15ml Falcon 3 Minuten bei 400 g
zentrifugiert. Da tote Zellen hier im Matrigel hdangen bleiben, muss das Medium nicht extra
gesammelt werden. Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in auf 37 °C erwarmtem
TrypLE™ Express lysiert und 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach kurzem Resuspendieren und
erneuter 3-minitiger Zentrifugation wird der Uberstand abgenommen und pro Falcon durch
300 ul PBS ersetzt, in dem die Zellen nun vorsichtig lysiert werden. Je 100 pl werden auf eine
96-Well Mikrotitierplatte umpipettiert.

Die Platte wird nun 2 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde werden
abgenommen, jedes Well in 100 pl FWP-Waschpuffer resuspendiert und die Platte erneut mit
den gleichen Einstellungen zentrifugiert. Die Annexin V-7AAD-Farbung wird wie folgt
angesetzt: Der im FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences, Deutschland)
enthaltene Puffer wird im Verhaltnis 1 : 10 mit aqg bidest verdiinnt, dazu werden je 2 % Annexin
V-FITC (Immunotools, Deutschland) und 7-AAD (BD Biosciences, Deutschland) gegeben. Jedes
Well wird mit 50 ul der Farbung versehen, das Zellpellet vorsichtig lysiert und in ein FACS-
Roéhrchen umpipettiert.

Um die Anzahl toter Zellen zum Erntezeitpunkt moglichst genau zu ermitteln, sollte nun zligig
die Messung am Durchflusszytometer (FACSCalibur™ (BD Biosciences, Deutschland)) erfolgen.
Nach dem Laden der Software CellQuest™ Pro (Version 5.2, BD Biosciences, Deutschland) und
dem Aufrufen vorher korrekt kompensierter Einstellungen muss darauf geachtet werden,
Uberschissige Luft aus dem System zu entfernen. Nach Abschluss der Messung wird das Gerat
je funf Minuten mit einer Reinigungslésung und aq bidest gespiilt.

Die Auswertung erfolgt durch Erstellen von Dot-Plots mithilfe von CellQuest™ Pro. Hierbei
wird auf der X-Achse die mittels FL1 detektierte Anzahl Annexin*-Zellen, auf der Y-Achse die
mithilfe von FL3 gemessene Menge 7-AAD*-Zellen dargestellt. Als Readout wird der
geometrische Durchschnitt der mittels FL1 gezahlten, friihapoptotischen Annexin*-Zellen

gewahlt (GeoMean FL1).

2.8 Histologie

2.8.1 Vorbereiten der Schnitte

Den Mausen entnommenes Gewebe wird in Histologiekassetten eingebettet und in 10 %
Formalin Giber Nacht bei 4 °C fixiert. Die vorhandenen Strukturen bleiben so durch eine

Quervernetzung der Proteine erhalten. Am nachsten Tag wird das Fixativ mit ag bidest
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ausgewaschen. Mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe wird das Praparat entwdssert; die
anschliefende Entfettung und Entalkoholisierung erfolgt mit dem Xylolersatz Roti®-Histol
(Roth, Deutschland). Nun kann das Gewebe in auf 50 - 58 °C erwdarmtem Paraffin (Thermo
Fisher Scientifc, Deutschland) eingebettet werden. Nach Aushartung werden mit dem
RM2255 Mikrotom (Leica, Wetzlar, Deutschland) 3,5 - 4,5 uM breite Diinnschnitte angefertigt
und Ubergangsweise auf der Oberflache eines Wasserbads gelagert. Abschlielend werden die
Schnitte mit Xylolersatz entparaffiniert und mithilfe einer bis aq bidest absteigenden
Ethanolreihe rehydriert.

Von diesem Zustand ausgehend werden im Folgenden die verschiedenen Farbungen naher

erlautert.

2.8.2 HE (Hamatoxylin-Eosin)-Farbung

Fiir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) werden die Schnitte fir 5 Minuten mit
Hamalaun (Hamalaunlésung sauer nach Meyer, Roth, Deutschland) inkubiert, bevor das
Blauen der Zellkerne fir 12 Minuten unter flieBendem Wasser (pH > 7) erfolgt. Das restliche
Gewebe wird nun fiir eine Minute mit 1 % wassrigem Eosin angefarbt (Eosin G-Losung 0,5 %
wassrig, Roth, Deutschland). Nach kurzem Waschen in aq bidest werden die Schnitte
abschlieBend in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, mittels Xylolersatz

entalkoholisiert und mit entsprechendem Einschlussmittel eingedeckelt.

2.8.3 Immunhistochemie und BrdU (Bromdesoxyuridin)-Farbung

Aufgrund der weitestgehenden Ahnlichkeit der Aufbereitungsprotokolle werden beide
Farbemethoden in diesem Abschnitt erlautert. Jeweilige Abweichungen sind angegeben.

Die Schnitte werden eingangs dreimal fir je 4 Minuten in PBS gewaschen - ein solcher
Waschvorgang erfolgt nach jedem Inkubationsschritt; daher wird im Folgenden darauf
verzichtet, dies jeweils einzeln zu erwahnen. Die Praparate werden im Anschluss zwecks
Antigendemaskierung flir 20 Minuten in auf 120 °C erhitztem Citrat (Roth, Deutschland)
gekocht. Daraufhin werden zur Inaktivierung endogener Peroxidasen jene Schnitte, die fir
immunhistochemische Farbungen vorgesehen sind, 10 Minuten lang in 3 % H,0: (in aq bidest)
inkubiert, wahrend die Prdparate fiir eine BrdU-Farbung nun fir 15 Minuten mit 2 % H.0;
versehen werden. Zur Beseitigung unspezifischer Antikérperbindungsstellen wird

anschlieRend geblockt: Fiir das Immunhistochemie-Protokoll wird fiir 30 Minuten lang ein
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spezielles Serum aufgetragen; fir die BrdU-Farbung wird fiir 20 Minuten das Blockingreagenz
aus dem spater verwendeten Vectastain Elite ABC HRP Kit (Vector Laboratories, UK) genutzt.
Die Blockierlésung wird abgeklopft, die Schnitte mit dem gewtlinschten primaren Antikorper
versehen und bei 4 °C liber Nacht in einer Feuchtkammer gelagert. Am Folgetag wird zwecks
Signalmaximierung ein gegen den primaren Antikorper gerichteter, biotylinierter sekundarer
Antikorper far 45 Minuten inkubieren gelassen — dies ist allerdings nur bei den fir
immunhistochemische Farbungen vorgesehenen Schnitten nétig, da der primare Antikorper
far die BrdU-Farbung bereits biotyliniert ist. Es folgt eine weitere 45-minitige Inkubation mit
dem Vectastain Elite ABC Reagenz, wobei es sich um einen HRP-gekoppelten Antikorper
handelt, der wiederum Ulber seine Streptavidin-Kompomente an den jeweiligen biotylinierten
Antikorper bindet. Durch abschlieBende Zugabe der peroxidase-substrate-solution (DAB
Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories, UK)) wird das in dieser beinhaltete 3,3'-
Diaminobenzidine (DAB) mithilfe von H,0> durch eine HR-Peroxidase oxidiert. Auf diese Weise
entsteht eine dunkelbraune Farbung. Zum Schluss werden die Praparate 5 Minuten mit PBS
und eine Minute lang mit aqg bidest gewaschen, bevor wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben fiir 2
Minuten Hamalaun einwirken gelassen wird, die Schnitte zum Bldauen fir 13 Minuten unter

flieRendes Wasser gestellt und final eingedeckelt werden.

2.8.4 Immunfluoreszenz

Das Protokoll fiir die Immunfluoreszenz-Farbung ist dem der Immunhistochemie sehr dhnlich.
Auch hier wird eingangs und nach jedem Inkubationsschritt dreimal fir je 4 Minuten mit PBS
gewaschen. Die Schnitte werden durch 20-minitiges Kochen in 120 °C heiflem Citrat
aufbereitet; in diesem Fall wird nun direkt mithilfe von 0,5 % BSA (in PBS) mit 0,2 % TritonX
(Sigma Aldrich, Deutschland) geblockt. Die Blockierlésung wird abgeklopft und der primare
Antikorper bei 4 °C Gber Nacht in einer Feuchtkammer inkubiert. Am folgenden Tag werden
die Schnitte fiir 45 Minuten mit einem gegen den primaren Antikdrper gerichteten
Sekundarantikorper versehen; dieser Schritt findet ebenfalls in einer Feuchtkammer statt. Der
ndchste Waschschritt mit PBS erfolgt im Dunkeln, bevor die Kerne im weiterhin abgedunkelten
Bereich fir 10 Minuten mithilfe von sich an die DNA anlagerndem 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI, 1 : 40.000 in PBS; Life Technologies, Deutschland) gefdarbt werden. AbschlieRend

werden die Préparate ein letztes Mal gewaschen, mit Fluorescence Mounting Medium (Dako,
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Deutschland) eingedeckelt und bei 4 °C gelagert. Dort kdonnen sie flir mehrere Monate

aufbewahrt werden, bevor die Farbung verblasst.

Prim. Antik. Ursprung Verdiinnung Firma Artikelnr. Blockierlésung
BrdU Maus 1:10in im Kit BD 51- im Vectastain
enthaltener Biosciences, 75512X Elite ABC HRP
Blockierlosung  Deutschland Kit enthalten
Ki67 Maus 1:500in1% BD 556003 1% BSA in PBS
BSA in PBS Biosciences,
Deutschland
Lysozym Ziege 1:500in1% Santa Cruz, sc-27958 0,5 % BSA in
(Fluoreszenz) BSA in PBS Deutschland PBS mit 0,2 %
TritonX
p-4E-BP1 Kaninchen = 1:300in1% | Cell Signaling 2855 1 % BSA in PBS
BSA in PBS Technology,
Niederlande
TMEM173 Kaninchen = 1:500in 1% Abcam, UK  ab181125 1 % BSAin PBS
BSA in PBS
YH2AX Ziege 1:500in1% | Cell Signaling 2577 0,5 % BSA in
(Fluoreszenz) BSA in PBS Technology, PBS mit 0,2 %
Niederlande TritonX
Tabelle 2 - 8.1: Fiir die histologischen Farbungen verwendete Primarantikorper
Prim. Antik. Sek. Antik. Ursprung  Verdiinnung Firma Artikelnr.
Lysozym Alexa Fluor Esel 1:500in1% | Invitrogen, A11055
(Fluoreszenz) 488 BSA in PBS Deutschland
Ki67, Biotinylierter Ziege 1:1000in1 Jackson 111-065-144
p-4E-BP1, Anti-Maus % BSA in PBS Immuno-
TMEM173 IgG Antik. Research, UK
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YH2AX Alexa Fluor Esel 1:500in1% Invitrogen, A11055
(Fluoreszenz) 488 BSA in PBS Deutschland

Tabelle 2 - 8.2: Fiir die histologischen Farbungen verwendete Sekundarantikorper

2.8.5 TUNEL (terminal-desoxyribosyl-transferase—-mediated-dUTP-nick-end-labeling)-Farb-
ung

Die terminal-desoxyribosyl-transferase—mediated-dUTP-nick-end-labeling-Farbung (TUNEL-
Farbung) beruht auf der Fahigkeit der terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT), bei
Apoptoseinduktion auftretende DNA-Strangbriiche anhand von freien 3‘-OH-Enden zu
erkennen und Nukleotidderivate an diese anzuhdngen. Genutzt wird das Apop Tag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Merck Millipore, Deutschland) - samtliche im
Folgenden erwahnte Reagenzien sind in diesem enthalten. Die Schnitte werden 15 Minuten
mit Proteinase K vorbehandelt, bevor nach zweimaligem, zweiminitigem Spililen mit aqua
bidest endogene Peroxidasen fir 5 Minuten mit 3 % H,0, blockiert werden. Es wird doppelt
fir je 5 Minuten mit PBS gewaschen und anschlieRend 15 Minuten lang ein
Equilibrationspuffer aufgetragen, ehe die Schnitte fiir eine Stunde in einer Feuchtkammer bei
37 °C mit in Reaktionspuffer gelésten TdT-Enzymen inkubiert werden. Anschliefend wird die
Reaktion 15 Minuten lang mit Stop-Puffer geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS kann
ein Anti-Digoxigenin Konjugat fir eine halbe Stunde in einer Feuchtkammer einwirken
gelassen werden — dieses bindet im Reaktionspuffer enthaltene, Digoxigenin-konjugierte
Nukleotide, wahrend es in seiner Funktion gleichzeitig ein Peroxidase-Reportermolekil
darstellt. Es wird erneut viermal zweiminitig mit PBS gespiilt, um dann chromogene
Peroxidase-Substrate hinzuzufiigen. Nach Farbentwicklung werden die Objekttrager
mehrfach flir eine Minute mit aqua bidest gewaschen und darauffolgend 5 Minuten in
letzterem inkubiert. Zuletzt wird wie in Kapitel 2.8.2 beschrieben fiir 1 Minute mit Himalaun
gefarbt und 8 Minuten lang unter flieRendem Wasser gebldut. Die Praparate durchlaufen

wieder eine aufsteigende Ethanolreihe und werden nach Xyloleinwirkung final eingedeckelt.
2.8.6 Auswertung der Farbungen
Séamtliche Farbungen werden mit dem Axio Imager Z1 Lichtmikroskop (ZEISS, Deutschland)

und der zugehorigen AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software beurteilt und fotodokumentiert
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(AxioCam HrC / HrM, Zeiss, Deutschland). Da auf jedem Praparat zusatzlich eine ungefarbte,
PBS-behandelte Negativkontrolle zu finden ist, kann der Farbeerfolg fir jeden Schnitt

individuell beurteilt werden.

2.8.6.1 HE-Score

Zur Evaluation der Starke der DSS-induzierten Entziindung werden Gewebeschaden und
Immunzellinfiltrationen in HE-gefdarbten Gewebeschnitten histologisch bewertet. Hierfir
geeignete Parameter stellen mono- und polynukleare Zellinfiltrate, Hyperplasie der Krypten,
epitheliale Erosionen und sich transmural ausbreitende Entziindung dar [218]. Das jeweilige
Ausmal’ dieser Kriterien wird wie folgt bewertet: nicht vorhanden = 0, leicht = 1, maRig = 2,
schwer = 3 Punkte. Die erzielten Punktwerte werden mit einem zweiten Punktwert
multipliziert, welcher der Flache der von den Entziindungsparametern jeweils betroffenen
Arealen entspricht (<10%=1,10-25%=2,25-50% =3, >50 % = 4), und anschliefend zum

Gesamtscore addiert.

2.8.7 Transmissionselektronenmikroskopie

Fur elektronenmikroskopische Evaluationen wird murines Darmgewebe bei 4° C mit 3 %-igem
Glutaraldehyd fixiert. Die Praparate werden mit PBS gewaschen und 30 Minuten lang mit 2 %-
igem Osmiumtetroxid (Sigma Aldrich, Deutschland) versehen, bevor sie mithilfe einer
aufsteigenden Ethanolreihe entwdssert und in Araldit eingebettet werden (Huntsman
Advanced Materials GmbH, Schweiz). Im Folgenden werden 60 nm messende
Ultradiinnschnitte erstellt, auf Kohle-bedeckte Kupferraster aufgetragen (Science Service
GmbH, Deutschland) und mit einer gesattigten Uranylacetatlosung in H,O gegengefarbt
(Merck KGaA, Deutschland). Die Schnitte werden abschlieRend mit dem JEOL (400 Plus

Transmissionselektronenmikroskop (Deutschland) bei 120 kV begutachtet.

2.9 Statistische Auswertungen mit GraphPad Prism

Die statistische Analyse der Daten erfolgt unter Verwendung der Software GraphPad Prism 5
mithilfe von zweiseitigen, ungepaarten Student’s-t-Tests oder einfaktoriellen
Varianzanalysen. Hierbei wird ein p-Wert von < 0,05 als statistisch signifikant (*) bewertet; p

< 0,01 beschreibt eine starke, (**), p < 0,001 eine hohe (***) und p < 0,00001 eine extreme
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Signifikanz (****). Die Daten werden unter Einbeziehung ihres jeweiligen Mittelwerts +

Standardfehler (standard error of the mean, SEM) dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis des erfolgreichen intestinalen epithelialen Knockouts von Xbp1 und Rnaseh2b
Mithilfe einer gRT-PCR-Analyse wird flir mit PBS stimulierte ModeK-Zellen gezeigt, dass iXbp1-
im Vergleich zu iCtrl-Zellen eine reduzierte Xbp1-Exprimierung aufweisen (Abb. 3 - 1, A). Fir
intestinale Organoide, die aus Diinndarmkrypten von 8 - 12 Wochen alten Rnaseh2b/Xbp1™/f,
Xbp1™EC-, Rnaseh2b™tC- und Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Miusen generiert werden, kann ebenfalls
eine Reduktion der Xbp1- bzw. Rnaseh2b-Expression im Vergleich zum jeweils gegensatzlichen
Genotyp validiert werden (Abb. 3 - 1, B). Selbiges Expressionsmuster gilt fir unbehandelte
Diinndarmkrypten von 52 Wochen alten Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp1®€C-, Rnaseh2b®EC- und
Rnaseh2b/Xbp1*'¥c-M3usen (Abb. 3 -1, C).
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Abb. 3 - 1: Nachweis des erfolgreichen intestinalen epithelialen Knockouts von Xbp1 und Rnaseh2b

RNA aus (A) iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen (n = 3), die fir 24 Stunden Stunden mit PBS behandelt
werden, (B) fiir 5 Tage kultivierten, intestinalen Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp1®¥-, Rnaseh2b™‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*t“-Organoiden (n = 3) und (C) Dinndarmkrypten von 52 Wochen alten
Rnaseh2b/Xbp1""-, Xbp1*'¢-, Rnaseh2b" - und Rnaseh2b/Xbp1*-M&usen (n = mindestens 3) wird in
cDNA transkribiert und weist in der gRT-PCR-Analyse eine Xbp1- und Rnaseh2b-Expression auf, die die
jeweiligen Genotypten bestatigt. Die Expression der untersuchten Gene wird an die Gapdh / 3-Aktin-
Expression angeglichen und unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;
**** p <0,00001
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3.2 Basale Phanotypisierung in-vitro

Zur Analyse der Rolle von Xbp1 bei chronischem DNA-Schaden in-vitro werden iCtrl und iXbp1
ModeK-Zellen mit dem DNA-schadigenden Antimetaboliten Cytarabin A (AraC) stimuliert.
AraC wird durch Phosphorylierung zu Cytosinarabinosidtriphosphat aktiviert und stellt ein
Cytidin-Analogon dar, das fehlerhaft in die DNA eingebaut wird und somit Replikations- und

DNA-Reparaturmechanismen hemmt sowie intrinsische Apoptosewege induziert [219, 220].

3.2.1 Xbp1-Deletion maximiert DNA-Schiden
Um den Effekt eines Xbp1-Verlustes auf das AusmaR epithelialen DNA-Schadens zu beurteilen,
werden iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen mit AraC behandelt. Aus den Ansatzen gewonnene
Proteinlysate werden fiir einen Western Blot verwendet, in welchem das verstarkte
Vorhandensein von phosphoryliertem H2Ax auf vermehrte DNA-Strangbriiche in Xbpl-
defizienten ModeK-Zellen hinweist (Abb. 3 - 2).

PBS AraC2h AraC4h AraC8h AraC24h

3 3 3 3 3
s & E E g E g E J
S8 OX o oX OX

A . kDa
vrzax [N S S R 15
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Abb. 3 - 2: Xbp1-Deletion maximiert DNA-Schaden in-vitro

iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen werden fiir 2, 4, 8 und 24 Stunden mit 2,5 uM AraC (gel6st in aq bidest)
stimuliert. Als basale Kontrolle dienen fiir 24 Stunden mit PBS behandelte Zellen. Aus den Ansatzen
generierte Proteinlysate werden zwecks Analyse der Phosphorylierung des Histons H2Ax (yH2AXx) fiir
einen Western Blot verwendet. GAPDH dient als Ladekontrolle; der Blot wird reprasentativ fiir 3
unabhangige Experimente gezeigt.

3.2.2 Xbp1-Verlust steigert DNA-Schaden-induzierten epithelialen Zelltod

Aus dem murinen Rnaseh2b®t¢-Modell ist bekannt, dass chronische genomische Instabilitit
zu gesteigerter Apoptoseinduktion flihrt [169]. Zur Evaluierung Xbpl-abhangiger Zelltod-
Regulierung im Kontext persistierender DNA-Beschadigungen werden ModeK-Zellen oder
Rnaseh2b/Xbp1/f- und Xbpl2E¢-Organoide mit AraC behandelt und Zelltod-Analyse-
experimenten unterzogen. Die Akkumulation des DNA-Strangbriiche detektierenden
Reparaturenzyms PARP (Poly-(ADP-Ribose))-Polymerase deutet auf verstarkte DNA-Schaden
hin. Zudem wird PARP im Falle irreparabler Schiaden durch Apoptose-induzierende Caspasen

gespalten und kann somit als Zelltod-Marker herangezogen werden [221]. Xbp1-Defizienz
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flhrt bei AraC-Stimulation zu vermehrter, mittels Western Blot nachweisbarer PARP-Spaltung

(Abb. 3 - 3.1).

PBS AraC2h AraC4h AraC8h AraC24h
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Abb. 3 - 3.1: Xbp1-Verlust steigert DNA-Schaden-induzierten epithelialen Zelltod

iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen werden fiir 2, 4, 8, und 24 Stunden mit 2,5 uM AraC und zur Kontrolle
fiir 24 Stunden mit PBS behandelt. Gewonnene Proteinlysate werden zwecks Analyse der Spaltung von
PARP fiir einen Western Blot verwendet. Wahrend ungespaltenes PARP eine GroRe von 116 kDa
besitzt, ist gespaltenes PARP auf einer Hohe von 89 kDa zu detektieren. GAPDH dient als Ladekontrolle;
der Blot wird reprasentativ fiir 3 unabhangige Experimente gezeigt.

Damit einhergehend bedingt Xbpl-Verlust bei DNA-Beschadigungen eine reduzierte
Zellviabilitat AraC-behandelter ModeK-Zellen im MTS-Assay (Abb. 3 - 3.2).
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Abb. 3 - 3.2: Xbp1-Verlust steigert DNA-Schaden-induzierten epithelialen Zelltod

(A) Zur Evaluation der Zellviabilitdt werden iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen (n = 5) fiir 24 Stunden mit
PBS oder 2,5 uM AraC behandelt. Nach Wechsel des Zellmediums wird eine 48-stiindige
Regenerationsphase bis zur Durchflihrung des MTS-Assays abgewartet. (B) Reprasentative Aufnahmen
von ModeK-Zellen, die fiir 24 Stunden mit PBS oder 2,5 uM AraC versehen werden. Die Daten werden
unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines
ungepaarten t-Tests berechnet. Met. = metabolisch. *** p < 0,001

In zwei weiteren unabhdngigen Experimenten kann ebenfalls gezeigt werden, dass Xbp1-
Deletion bei genomischer Instabilitat die Apoptoseinduktion steigert: So weisen sowohl Xbp1-

defiziente ModeK-Zellen als auch Xbp12t¢-Organoide nach AraC-Stimulation im Vergleich zu
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den jeweiligen Wildtyp-Zellen eine Erhéhung der durchflusszytometrisch evaluierbaren

Anzahl Annexin*-Zellen auf (Abb. 3 - 3.3).

AraC 48 h AraC8h AraC 48 h
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Abb. 3 - 3.3: Xbp1-Verlust steigert DNA-Schaden-induzierten epithelialen Zelltod

(A) Zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Annexin*-Zellen werden iCtrl und iXbpl ModeK-
Zellen (n=3)fiir 0, 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden mit 2,5 uM AraC stimuliert; (B) zeigt reprasentative Dot-
Plots. (C) Zur Validierung werden Rnaseh2b/Xbp1™/f- und Xbp12'€-Organoide (n = 3) fiir 24 Stunden mit
PBS oder 2,5 uM AraC behandelt und einer durchflusszytometrischen, Annexin*-Zellen detektierenden
Analyse unterzogen; (D) zeigt die repradsentativen Dot-Plots. In (A) und (C) erhobene Daten werden
unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines
ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01

3.2.3 Bei chronischer genomischer Instabilitat kontrolliert XBP1 intestinale Epi-
thelproliferation

Die tumorprotektiven Effekte im Rnaseh2b®tc-Modell umfassen neben der vermehrten
Elimination irreparabel beschadigter Zellen ebenfalls einen proliferativen Stammzellarrest,
durch den die Weitervererbung defekter Genomanteile verhindert wird [169]. Mithilfe des
colony formation assay kann die Proliferationskapazitat von ISC quantifiziert werden:
W3ihrend Rnaseh2b™tC-Organoide einer Wachstumsrestriktion unterliegen, die dem in-vivo
beobachteten Stammzellverlust entspricht, fihrt Xbp1-Deletion bei persistierenden DNA-

Schaden zu einer Wiederherstellung der epithelialen Proliferationsfahigkeit (Abb. 3 - 4).
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Abb. 3 - 4: Bei chronischer genomischer Instabilitat kontrolliert XBP1 intestinale Epithelproliferation

Aus fir 5 Tage kultivierten Rnaseh2b/Xbp1%/f-, Xbp1®%¢-, Rnaseh2b™f‘- und Rnaseh2b/Xbp1~tC-
Organoiden werden single-cell-suspensions generiert. Pro Genotyp werden 4 neue Wells mit jeweils
10.000 Zellen ausgesat. Nach 10 Tagen werden die pro Well angewachsenen Organoide gezahlt (A),
auBerdem wird ihr Durchmesser mithilfe des Axio Observer Al Lichtmikroskops und der zugehorigen
Software bestimmt (B). (C) Reprédsentative Fotos zeigen die Organoide 10 Tage nach Aussaat. Die
Ergebnisse werden stellvertretend fiir 3 unabhangige Experimente gezeigt. Daten werden unter
Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten
t-Tests berechnet. * p <0,05; ** p < 0,01

3.2.4 XBP1 beeinflusst die p53-abhédngige DDR

Analysen der Rnaseh2b™¢- und Rnaseh2b/p53“t¢-M3use haben ergeben, dass sowohl die
verstarkte Apoptoseinduktion als auch das eingeschrankte ISC-Proliferationspotenzial durch
den Tumorsuppressor p53 vermittelt werden [169]. Daher wird die Induktion von sowohl p53
als auch einigen ausgewahlten, nachgeschalteten Zielgenen mittels qRT-PCR naher evaluiert
[222]. Wahrend die p53-Expression selbst nicht beeintrachtigt ist, wird in AraC-behandelten,
Xbp1-defizienten ModeK-Zellen und Organoiden eine insuffiziente Expression der p53-
aktivierten Gene Ccngl (cyclin G1), Mdm2 und Sesn2 (sestrin 2) beobachtet (Abb. 3 - 5, A).
Dass dieser Effekt nicht rein AraC-vermittelt ist, zeigt sich in Form eines vergleichbaren
Expressionsmuster jener p53-abhdngigen Zielgene nach Transfektion von Xbpl-Zellen mit

siRNA gegen Rnaseh2b (Abb. 3 - 5, B).
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Abb. 3 - 5: XBP1 beeinflusst die p53-abhidngige DDR

iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen (n = 3) werden in (A) fir 24 Stunden mit PBS, 0,5 uM oder 2,5 uM AraC
stimuliert und in (B) fir 24 Stunden mit siRNA gegen Rnaseh2b (10 uM) oder Kontroll-siRNA (Kontr.,
20 uM) behandelt. Nach RNA-Isolation wird die transkribierte cDNA auf die in Relation zu Gapdh / f3-
Aktin gesetzte Expression der angegebenen Gene hin untersucht. Daten werden unter Angabe des
Mittelwerts £ SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests
berechnet. * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,00001

3.2.5 Xbp1-Defizienz beeintrachtigt die DNA-Schaden-induzierte STING-Antwort

Ferner ist aus dem Rnaseh2b®tc-Modell bekannt, dass die im Zytoplasma akkumulierenden
DNA-Fragmente eine Uber den zytosolischen Sensor STING (transmembrane protein 173,
Tmem173) vermittelte ISG-Antwort induzieren [171]. Xbp1-Verlust fihrt sowohl zu einer
Reduktion der STING- als auch der nachgeschalteten IFN-Expression in AraC-stimulierten
ModeK-Zellen (Abb. 3 - 6, A). Zur Evaluation letzterer wird die relative mRNA-Expression der
etablierten 1SG-Markergene Ifitl und Ifit3 herangezogen (interferon induced protein with
tetratricopeptide repeats) [223]. In mit siRNA gegen Rnaseh2b transfizierten iXbp1-Zellen lasst

sich eine lGbereinstimmende STING-ISG-Signatur nachweisen (Abb. 3 - 6, B).
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Abb. 3 - 6: Xbp1-Defizienz beeintrachtigt die DNA-Schaden-induzierte STING-Antwort

iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen (n = 3) werden in (A) flr 24 Stunden mit PBS, 0,5 uM oder 2,5 uM AraC
und in (B) mit siRNA gegen Rnaseh2b (10 uM) oder Kontroll-siRNA (Kontr., 20 uM) behandelt. Nach
RNA-Transkription wird die generierte cDNA auf die in Relation zu Gapdh / 3-Aktin gesetzte Expression
der angegebenen Gene hin analysiert. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt;
die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p <0,001; **** p <0,00001

3.2.6 Bei persistierenden DNA-Schiden bedingt Xbpl-Mangel eine maRige
kompensatorische Autophagieinduktion

Sowohl im Kontext unbehobenen ER-Stresses als auch bei chronischer DNA-Beschadigung
stellt die Induktion autophagischer Prozesse einen essenziellen Kompensationsmechanismus
dar, um akkumulierende Proteine und DNA-Fragmente zu beseitigen [191, 224]. Wider
Erwarten lasst sich in AraC- oder mit siRNA gegen Rnaseh2b behandelten, Xbp1-defizienten
ModeK-Zellen, in denen beide Gegebenheiten koinzidieren, nur eine schwach ausgepragte

Expressionsinduktion Autophagie-bezogener Gene feststellen (Abb. 3 -7).
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Abb. 3 - 7: Bei persistierenden DNA-Schdden bedingt Xbp1-Mangel eine maBige kompensatorische
Autophagieinduktion

iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen (n = 3) werden fiir 24 Stunden mit siRNA gegen Rnaseh2b (10 uM) oder
Kontroll-siRNA (Kontr., 20 uM) behandelt; mit Kontroll-siRNA versehene Zellen werden fiir weitere 24
Stunden mit PBS oder 2,5 uM AraC stimuliert. Die aus der isolierten RNA transkribierte cDNA wird auf
die Expression der angegebenen Gene in Relation zur 8-Aktin-Expression hin untersucht. Daten werden
unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines
ungepaarten t-Tests berechnet. Atg: autophagy-related. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

3.3 XBP1 reguliert epitheliale Regenerationsprozesse im Kontext von chronischer DNA-
Beschadigung in-vivo

Zur Prifung der in-vitro erhobenen Beobachtungen wird die Rolle von XBP1 bei chronischer
genomischer Instabilitit, wie sie im Rnaseh2b®t-Modell vorherrscht, in-vivo ndher analysiert.
Dafir werden Maduse mit einem kombinierten konditionalen IEC-Knockout fiir Xbpl1 und
Rnaseh2b (Rnaseh2b/Xbp1~'tc-M3use) basalen Phanotypisierungen und verschiedenen
Colitis-Modellen unterzogen. Als Kontrollgruppen dienen Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp12EC- und

Rnaseh2b™Ec-M3use.

3.3.1 Rnaseh2b/Xbp1”'E¢ Miuse besitzen einen basalen klinischen Phinotyp
Vor Euthanasierung wird das Koérpergewicht von jungen und alten Mausen jedes Genotyps
ermittelt, post mortem werden Milz und Leber gewogen und Diinn- und Dickdarm vermessen.

Insbesondere die gealterten Rnaseh2b/Xbpl2t¢-Miuse weisen einen makroskopischen
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klinischen Phanotyp auf, der sich in Form eines Gewichtsverlustes gegeniiber den
Rnaseh2b/Xbp1"/f-Tieren sowie einer Zunahme der Diinndarmldnge und des Milzgewichtes

im Vergleich zu den Rnaseh2b®t-Ma3usen manifestiert (Abb. 3 - 8.1).
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Abb. 3 - 8.1: Rnaseh2b/Xbp1“t Miuse besitzen einen basalen klinischen Phdnotyp

Rnaseh2b/Xbp1"f-, Xbp1®¥¢-, Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1'*-Miuse werden im Alter von (A) 8-
12 und (B) 48 - 60 Wochen euthanasiert. Jeder der in den Graphen dargestellten Punkte entspricht den
Messwerten eines Tieres. Zwecks Analyse des basalen klinischen Phanotyps werden Korpergewicht,
Dinndarm- und Dickdarmlange erhoben, das Gewicht von Milz und Leber wird in Relation zum
Korpergewicht des jeweiligen Tieres abgebildet. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM
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dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05;
**p<0,01; *** p<0,001

Um die auf makroskopischer Ebene implizierte Entziindungsaktivitat in Rnaseh2b/Xbp1~'E¢-
Mausen auch im mikroskopischen Bereich nachzuweisen, werden histopathologische
Inflammationsscores der Dinndarmgewebe aller oben genannten Mausgenotypen
angefertigt (Abb. 3 - 8.2). Aus diesen lassen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede

intestinaler Entziindungsgeschehen zwischen den jeweiligen Tierlinien ableiten.

A 8- B - £ mononukledre Zellinfiltrate
n.s. n.s. ns E Kryptenhyperplasie
6 — = epitheliale Erosionen
E £ 104 B transmurale Entziindung
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== e ]
0 T T T T 0

H2b/  Xbp1 H2b  H2b/ H2b/  Xbp1 H2b  H2b/
Xbptim AIEC  AEC Xpp1AIEC Xbp1fm MEC  AEC Xpp1AlEC

Abb. 3 - 8.2: Rnaseh2b/Xbp1"-Miuse besitzen einen basalen klinischen Phinotyp

Diinnddrme von (A) n = 4 Rnaseh2b/Xbp1"f-Mausen, n = 4 Rnaseh2b™t“-Méausen, n = 4 Xbp1~-
Mazusen und n = 4 Rnaseh2b/Xbp1*t-Mzusen im Alter von 8 - 12 Wochen sowie von (B) n = 4
Rnaseh2b/Xbp1"f-Mausen, n = 5 Rnaseh2b*“-M&usen, n = 6 Xbpl»*-Miusen und n = 16
Rnaseh2b/Xbp1~-Mausen im Alter von 48 - 60 Wochen werden nach Euthanasierung der Tiere gegen
HE gefarbt. Zur Evaluation der Stdrke der basalen inflammatorischer Geschehen werden
Gewebeschdden und Immunzellinfiltrationen bewertet; dafiir werden die Parameter mono- und
polynukledre Zellinfiltrate, Hyperplasie der Krypten, epitheliale Erosionen und sich transmural
ausbreitende Entziindung herangezogen. Das Ausmal jedes dieser Kriterien wird wie folgt bewertet:
Nicht vorhanden = 0, leicht = 1, maRig = 2, schwer = 3 Punkte. Die erzielten Punktwerte werden mit
einem zweiten Punktwert multipliziert, welcher der Flache der von den Entziindungsparametern
jeweils betroffenen Arealen entspricht (< 10 % =1, 10 - 25 % =2, 25 -50 % = 3, > 50 % = 4), und
anschlieRend zum Gesamtscore addiert. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM
dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. Die Analysen
werden mit freundlicher Unterstiitzung von Christine Halske vom Pathologischen Institut der CAU Kiel
zur Verfligung gestellt.

3.3.1.1 Xbp1-Verlust steigert durch Rnaseh2b-Mangel induzierte DNA-Schaden

Histologisch aufbereitete Diinndarmschnitte von jungen und alten Mausen jedes Genotyps
werden mittels Fluoreszenzfarbung flir yH2Ax auf das Ausmalf’ intestinalen epithelialen DNA-
Schadens untersucht. Die Vermehrung yH2Ax*-Foci im Diinndarmepithel von
Rnaseh2b/Xbp1*'t¢- im Vergleich zu Rnaseh2b™t¢-Mé&usen lasst darauf schlieRen, dass Xbp1-
Verlust ebenfalls in-vivo DNA-Schaden steigert (Abb. 3 - 9).
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Abb. 3 - 9: Xbp1-Verlust steigert durch Rnaseh2b-Mangel induzierte DNA-Schaden

Der Dinndarm von (A) jungen und (C) alten Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp1“t“-, Rnaseh2b™‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*t-Mausen wird histologisch aufbereitet und fiir eine yH2Ax-Fluoreszenzfirbung
verwendet (rot). Die Kerne werden mit DAPI gegengefarbt (blau). yH2Ax*-Foci werden mithilfe des Axio
Imager Z1 Lichtmikroskops und der zugehorigen AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software ausgezahlt und
fotodokumentiert. (B) und (D) zeigen die jeweils zugehorigen statistischen Analysen. Ein Datenpunkt
entspricht dabei einem Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl yH2Ax*-Foci in 50 Krypten
evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. * p < 0,05; *** p < 0,001

3.3.1.2 Intestinale epitheliale Xbp1-Deletion erhoht DNA-Schaden-induzierten Zelltod
Mithilfe einer TUNEL-Farbung kénnen wahrend der Apoptoseeinleitung entstehende DNA-
Strangbriiche im Diinndarm von jungen und alten Rnaseh2b/Xbp1%/f-, Xbp12'EC-, Rnaseh2b™EC-
und Rnaseh2b/Xbp1*t¢-M3usen detektiert werden [225]. Die erhéhte Anzahl TUNEL*-Foci im
intestinalen Epithel von Rnaseh2b/Xbp 1% C-Tieren offenbart eine Amplifikation DNA-Schaden-
induzierten Zelltods durch Xbp1-Deletion in-vivo (Abb. 3 - 10).
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Abb. 3 - 10: Intestinale epitheliale Xbp1-Deletion erh6ht DNA-Schaden-induzierten Zelltod

Histologisch aufbereitete Diinnddrme von (A) jungen und (C) alten Rnaseh2b/Xbp1/f-, Xbp1*'C-,
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*t-Miusen werden fiir eine TUNEL-Firbung verwendet (braun).
Mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden die
TUNEL*-Foci gezahlt und fotodokumentiert. (B) und (D) zeigen die entsprechenden statistischen
Analysen. Ein Datenpunkt reprdsentiert dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl
TUNEL*-Foci in 50 Krypten bestimmt wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM
dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. **
p <0,01; *** p < 0,001

3.3.1.3. Xbpl-Defizienz beeinflusst intestinale Epithelproliferation angesichts per-
sistierender genomischer Instabilitat

Der in Rnaseh2b™tc-M3usen beschriebene Stammzellarrest |dsst sich mittels histologischer
Diinndarmfarbungen fir die etablierten zelluldaren Proliferationsmarker Ki67 und BrdU
bestatigen. Diese sind beide zur Darstellung sich teilender Zellen geeignet, da das vornehmlich
nuklear lokalisierte Ki67 lediglich flr die Dauer der Mitose auf der Zelloberflache detektierbar
ist, wahrend das 1,5 Stunden vor Euthanasierung intraperitoneal applizierte BrdU als
Thymidinanalogon in die DNA mitotischer IEC inkorporiert wird [226, 227]. Im Kontext
chronischer DNA-Beschadigungen fiihrt Xbp1-Defizienz nicht nur zu einer Wiederherstellung,
sondern darlber hinaus zu einer Verstarkung epithelialer Proliferation (Abb. 3-11, A- D). Im
Darm von Rnaseh2b®tC-Miusen ldsst sich die Begrenzung des Teilungsarrest auf das
Stammzellkompartiment am Kryptenboden mithilfe einer zusatzlichen BrdU-Farbung

spezifischer abbilden. Diese Darstellung impliziert zudem, dass dem Hyperproliferat-
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ionsphanotyp der Rnaseh2b/Xbp1“'tc-Miuse eine aufgehobene Stammzellsuppression

zugrunde liegt (Abb. 3-11, E und F).
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Abb. 3 - 11: Xbp1-Defizienz beeinflusst intestinale Epithelproliferation angesichts persistierender
genomischer Instabilitat

Diinnddrme von (A) jungen und (C, E) alten Rnaseh2b/Xbp1™f-, Xbp1“tc-, Rnaseh2b™t‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*tc-Ma3usen werden nach histologischer Aufbereitung Farbungen gegen Ki67 (A, C) und
BrdU (E) unterzogen (braun). Die Auszdhlung und Fotodokumentation von Ki67*- und BrdU*-Zellen
erfolgt mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software. In (B,
D und F) sind die jeweils zugehdrigen statistischen Analysen gezeigt. Ein Datenpunkt entspricht dabei
einem Individuum, fir das die durchschnittliche Anzahl Ki67*- / BrdU*-Zellen in 50 Krypten evaluiert
wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. TA: transit-amplifying. ** p < 0,01; *** p <
0,001
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3.3.1.4 XBP1 reguliert die durch Rnaseh2b-Verlust eingeleitete p53-abhédngige DDR

Zwecks Beurteilung der Rolle von XBP1 in der Koordination p53-vermittelter DDR in-vivo wird
RNA aus Diinndarmkrypten von jungen und alten Rnaseh2b/Xbp1/f-, Xbp12'€C-, Rnaseh2bEC-
und Rnaseh2b/Xbp1*'¥¢-M3&usen isoliert und fiir eine qRT-PCR-Analyse verwendet. Wie auch
in-vitro zu beobachten ist, limitiert Xbp1-Verlust bei persistierender genomischer Instabilitat

die Expression p53-abhangiger Zielgene (Abb. 3 - 12).
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Abb. 3 - 12: XBP1 reguliert die durch Rnaseh2b-Verlust eingeleitete p53-abhdngige DDR

Aus Diinndarmkrypten von (A) jungen und (B) alten Rnaseh2b/Xbp1™/"-, Xbp1*¢-, Rnaseh2b"- und
Rnaseh2b/Xbp1*t-Mausen (n = mindestens 3) isolierte RNA wird in cDNA transkribiert. Die Expression
der untersuchten Gene wird an die 8-Aktin-Expression angeglichen und unter Angabe des Mittelwerts
+ SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p <
0,05; ** p< 0,01

3.3.1.5 Xbp1l-Deletion fiihrt zu einer insuffizienten DNA-Schaden-induzierten STING-

Antwort
Die immunhistochemische STING-Firbung von Diinnddrmen alter Rnaseh2b/Xbp1f/fl-,
Xbp1™EC-, Rnaseh2b™EC -und Rnaseh2b/Xbp12't¢-M3use offenbart, dass Xbp1 auch in-vivo fiir

die Induktion einer ausreichenden STING-vermittelten DDR bendtigt wird (Abb. 3 - 13).
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Abb. 3 - 13: Xbp1-Deletion fiihrt zu einer insuffizienten DNA-Schaden-induzierten STING-Antwort

Diinnddrme von (A) jungen Rnaseh2b/Xbp1"f-, Xbp1®t-, Rnaseh2b™‘- und Rnaseh2b/Xbp1*c-
Mausen werden flr eine immunhistochemische STING-Farbung histologisch aufbereitet (braun).
Mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden die
STING*-Zellen gezdhlt und fotografisch dokumentiert. (B) zeigt die entsprechende statistische Analyse.
Ein Datenpunkt reprasentiert dabei ein Individuum, fir das die durchschnittliche Anzahl STING*-Zellen
in 50 Krypten bestimmt wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die
statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001

3.3.1.6 Rnaseh2b/Xbp1“'tc-Miuse verfiigen liber Panethzell-dhnliche Strukturen im
Darmepithel

Kaser et al. beschreiben eine Panethzell-Depletion im intestinalen Epithel von Xbp12EC¢-
Mausen [21]. Wie eine Fluoreszenzfarbung der Dinndarmepithelien von jungen und alten
Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp12¥C-, Rnaseh2b®EC- und Rnaseh2b/Xbp12EC-Tieren allerdings zeigt,
weisen Rnaseh2b/Xbp1*'tC-Maiuse Lysozym*-Strukturen auf (Abb. 3 - 14.1).
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Abb. 3 - 14.1: Rnaseh2b/Xbp1“t‘-Miuse verfiigen iiber Panethzell-dhnliche Strukturen im
Darmepithel

Der Dinndarm von (A) jungen und (C) alten Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp1““-, Rnaseh2b™‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*'t“-Maiusen wird histologisch aufbereitet und fiir eine Lysozym-Fluoreszenzfarbung
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verwendet (griin). Die Kerne werden mit DAPI gegengefarbt (blau). Lysozym*-Zellen werden mithilfe
des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software ausgezahlt und
fotodokumentiert. (B) und (D) zeigen die jeweils zugehorigen statistischen Analysen. Ein Datenpunkt
entspricht dabei einem Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl Lysozym*-Zellen in 50 Krypten
evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001

Dass es sich bei diesen granulierten Zellformen tatsachlich um Panethzellen handelt, legen
reprasentative elektronenmikroskopische Aufnahmen nahe, auf denen sich die
Panethzellgranula von Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Tieren im Gegensatz zur Xbp1*'c-Vergleichsgruppe
morphologisch nicht von den Granula der Rnaseh2b/Xbp1™/f-M&use unterscheiden lassen

(Abb. 3 - 14.2).
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Abb. 3 - 14.2: Rnaseh2b/Xbp1“t‘-Miuse verfiigen iiber Panethzell-dhnliche Strukturen im
Darmepithel

(A) Aus in Glutaraldehyd konservierten Diinnddrmen von alten Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp1“'c-,
Rnaseh2b™tC- und Rnaseh2b/Xbpl*tc-Miusen werden Ultradiinnschnitte erstellt. Panethzellen
werden mithilfe des JEOL 1400 Plus Transmissionselektronenmikroskopes fotografisch dargestellt. (B)
zeigt den Durchmesser der detektierbaren Panethzellgranula fir jeden Genotyp. Daten werden unter
Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe einer
einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001. Die Analysen werden mit freundlicher
Unterstlitzung von Philip Arnold vom Anatomischen Institut der CAU Kiel zur Verfligung gestellt.

3.3.2 Im Kontext von chronischem DNA-Schaden behindert Xbpl-Defizienz intestinale
Epithelregeneration in DSS-induzierten Colitis-Modellen

Nach Charakterisierung der Rolle von XBP1 in der Modulierung basaler DNA-Schaden-
induzierter Epithelregeneration soll nun eruiert werden, wie sich ein Xbpl-Verlust bei
chronischer genomischer Instabilitdit auf die Resolution chemisch induzierter
Entzlindungssprozesse im intestinalen Epithel auswirkt. Dafiir wird das Trinkwasser von
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Tieren im Rahmen einer akuten DSS-Colitis fiir sechs

Tage mit 1 % DSS versehen (Abb. 3 - 15.1). Zwecks Evaluierung der Auswirkung persistierender
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intestinaler Entziindung wird eine chronische DSS-Colitis mit Rnaseh2b/Xbp17/f-, Xbp12'EC.,
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'tc-M&usen durchgefiihrt, welche fir zwei mehrtagige
Zyklen autoklaviertes Trinkwasser mit 1 % DSS erhalten (Abb. 3 - 15.2). Eine dritte, drei 1 %-
ige DSS-Zyklen umfassende Wiederholung der chronischen Colitis mit Rnaseh2b/Xbp1f/f.-,
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'tc-M3usen dient der abschlieRenden Validierung. Da fur
beide chronischen DSS-Colitiden lbereinstimmende Daten erhoben werden, werden aus
Ubersichtsgriinden jeweils lediglich die Ergebnisse aus einem der beiden Durchliufe gezeigt.
Erste Hinweise auf die Entziindungsstarke liefern sowohl die erhobenen Gewichtsverldufe als
auch die Vermessungen im Zuge der klinischen Phanotypisierungen: Rnaseh2b/Xbp1~t¢-Tiere
sind in beiden Versuchsdurchlaufen von einer starkeren Gewichts- und Dickdarm-
ldangenreduktion betroffen als Rnaseh2b®t-Mé&use. Der Diinndarm der Rnaseh2b/Xbp12Ec-
Ma3use ist gegenuiber der Rnaseh2b™t¢-Vergleichsgruppe hingegen verlidngert (Abb. 3 - 15.1
und 2).
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Abb. 3 - 15.1: Klinische Phinotypisierung von Rnaseh2b™- und Rnaseh2b/Xbp1“-Miusen im
akuten DSS-Colitis-Experiment

(A) Im Rahmen einer akuten DSS-Colitis erhalten 8-20 Wochen alte Rnaseh2b®t‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*t-M3use (n = 6) fiir sechs Tage 1 % DSS in autoklaviertem Trinkwasser. Darauffolgend
wird ihnen bis zur Euthanasierung an Tag 9 normales Trinkwasser zugefiihrt. Der mit Ausnahme von
Tag 2 taglich ermittelte Gewichtsverlauf stellt das relative Korpergewicht im Vergleich zu Tag 0 dar. Ein
Punkt entspricht dem relativen Durchschnittsgewicht aller Tiere eines Genotypes. (B) Jeder der in den
Graphen dargestellten Punkte entspricht den an Tag 9 erhobenen Messwerten eines Individuums.
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Zwecks Analyse des klinischen Phanotyps werden Dinndarm- und Dickdarmldange evaluiert; das
Gewicht von Milz und Leber wird in Relation zum Kdrpergewicht des jeweiligen Tieres abgebildet.
Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Abb. 3 - 15.2: Klinische Phinotypisierung von Rnaseh2b/Xbp1™/"-, Xbp1®t-, Rnaseh2b™t- und
Rnaseh2b/Xbp1“t-Miusen im chronischen DSS-Colitis-Experiment

Rnaseh2b/Xbp1""-, Xbp1*C-, Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1*t-M3use (n = 5 - 9) werden im Alter
von 8-20 Wochen einer chronischen DSS-Colitis unterzogen. (A) Der experimentelle Aufbau beinhaltet
die zweimalige Gabe von 1 % DSS in autoklaviertem Trinkwasser, danach erhalten die Tiere fir die
restliche Dauer des Versuches normales Trinkwasser. Ein vereinfachter DAl wird an jedem zweiten Tag
erhoben; wahrend der DSS-Gabe werden die Mause taglich begutachtet. Das Korpergewicht ist in
Relation zum Ausgangsgewicht an Tag 0O gesetzt. Ein Punkt entspricht dem relativen
Durchschnittsgewicht aller Tiere eines Genotypes. (B) Jeder der in den Graphen dargestellten Punkte
entspricht den an Tag 91 erhobenen Messwerten eines Individuums. Fiir die Analyse des klinischen
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Phanotyps werden Diinndarm- und Dickdarmlange evaluiert; das Gewicht von Milz und Leber wird in
Relation zum Korpergewicht des jeweiligen Tieres abgebildet. Daten werden unter Angabe des
Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests
berechnet. * p < 0,05

In der histopathologischen Begutachtung der Diinndarm-HE-Schnitte von DSS-behandelten
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'t“-Miusen des akuten Colitis-Versuches kann ein
signifikanter Unterschied der Entzlindungsstarke zwischen den beiden Gruppen detektiert
werden (Abb. 3 - 15.3, A). Dennoch weisen die Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Mazuse im chronischen DSS-
Modell einen im Vergleich zu den Rnaseh2b™t‘-Tieren lediglich gering verstarkten

inflammatorischen Diinndarmphéanotyp auf (Abb. 3 - 15.3, B).
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Abb. 3 - 15.3: Im Kontext von chronischem DNA-Schaden behindert Xbp1-Defizienz intestinale
Epithelregeneration in DSS-induzierten Colitis-Modellen

(A) Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1*t-Mause werden einer akuten DSS-Colitis unterzogen. Die
histologisch aufbereiteten Diinndarme von n = 6 Rnaseh2b™*-M&usen und n = 6 Rnaseh2b/Xbp1*'-
Mé&usen werden fiir eine HE-Farbung verwendet. (B) Die Diinndarme von n = 4 Rnaseh2b/Xbp1"/f-
Mausen, n = 5 Rnaseh2b™t-M&usen und n = 5 Rnaseh2b/Xbp1*t-Miusen werden nach Abschluss
einer trizyklischen chronischen DSS-Colitis histologisch aufbereitet und gegen HE gefarbt. Zur
Evaluation der Starke der DSS-induzierten Entziindung werden Gewebeschdaden und
Immunzellinfiltrationen bewertet; dafiir werden die Parameter mono- und polynukledre Zellinfiltrate,
Hyperplasie der Krypten, epitheliale Erosionen und sich transmural ausbreitende Entziindung
herangezogen. Das Ausmal} jedes dieser Kriterien wird wie folgt bewertet: Nicht vorhanden =0, leicht
= 1, maBig = 2, schwer = 3 Punkte. Die erzielten Punktwerte werden mit einem zweiten Punktwert
multipliziert, welcher der Flache der von den Entziindungsparametern jeweils betroffenen Arealen
entspricht (<10% =1, 10-25% =2, 25-50 % =3, > 50 % = 4), und anschlieBend zum Gesamtscore
addiert. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz
wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Analysen werden mit
freundlicher Unterstlitzung von Christine Halske vom Pathologischen Institut der CAU Kiel zur
Verfligung gestellt.
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3.3.2.1 Xbp1-Verlust maximiert DNA-Schaden unter Entziindungsbedingungen
Die Auszahlung yH2Ax*-Foci im Diinndarm der DSS-behandelten Rnaseh2b/Xbp1f/f.-,
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'tc-M3use offenbart, dass Xbpl-Defizienz genomische

Instabilitat im inflammatorischen Milieu augmentiert (Abb. 3 - 16).
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Abb. 3 - 16: Xbp1-Verlust maximiert DNA-Schdden unter Entziindungsbedingungen

Das Diinndarmgewebe von Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Rnaseh2b™%¢, Xbp1“t“- und Rnaseh2b/Xbp1*tc-
Mausen aus der akuten DSS-Colitis (A) oder der zweizyklischen chronischen DSS-Colitis wird
histologisch aufbereitet und fir eine yH2Ax-Fluoreszenzfarbung verwendet (rot). Die Kerne werden
mit DAPI gegengefarbt (blau). yH2Ax*-Foci werden mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und
der zugehorigen AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software ausgezadhlt und fotodokumentiert. (B) und (D)
zeigen die statistische Analyse. Ein Datenpunkt entspricht dabei einem Individuum, fiir das die
durchschnittliche Anzahl yH2Ax*-Foci in 30 Krypten evaluiert wird. Die Farbung wird reprasentativ fr
alle drei Colitis-Experimente gezeigt. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt;
die statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001

3.3.2.2 Im Entziindungskontext verstarkt Xbp1-Deletion DNA-Schaden-induzierten Zelltod

Dinndarme von Mausen, die im Rahmen der akuten oder chronischen Colitis einer DSS-
Behandlung unterzogen worden sind, werden fiir eine TUNEL-Farbung aufbereitet. Die
gehiufte Ansammlung TUNEL*-Foci im Darmepithel von Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Ma3usen |4sst auf
eine  XBPl-abhdngige Koordination DNA-Schaden induzierten Zelltodes unter

Entziindungsbedingungen schlieen (Abb. 3 - 17).
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Abb. 3 - 17: Im Entziindungskontext verstarkt Xbp1-Deletion DNA-Schaden-induzierten Zelltod

Histologisch aufbereitete Diinndirme von Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp1“t‘-, Rnaseh2b™%- und
Rnaseh2b/Xbp1*t-Mausen, die (A) dem akuten und (C) dem bizyklischen chronischen DSS-Colitis-
Experiment unterzogen werden, werden fir eine TUNEL-Farbung verwendet (braun). Die innerhalb
eines Versuchs verwendeten Genotypen sind angegeben. Mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops
und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden die TUNEL'*-Foci gezahlt und fotografisch
festgehalten. (B und D) zeigen die zugehorigen statistischen Analysen. Ein Datenpunkt reprasentiert
dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl TUNEL*-Foci in 30 Krypten bestimmt wird.
Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001

3.3.2.3 Bei chronischer Entziindung und unbehobenen DNA-Beschadigungen moduliert
XBP1 intestinale epitheliale Proliferation

1,5 Stunden vor Euthanasierung wird den Versuchstieren der DSS-Colitis-Experimente
intraperitoneal BrdU injiziert. Die histologische Farbung der Dinndarme legt nahe, dass Xbp1-
Verlust auch im Kontext chronischer Entziindungsprozesse eine Wiederherstellung der in
Rnaseh2b™EC-Tieren arretierten Stammzellproliferation bedingt. Die im akuten Colitis-Modell
auf Rnaseh2b™'tc-Niveau reduzierte Teilungsfahigkeit der Rnaseh2b/Xbp1*'*-Darmzellen l3sst
sich moglicherweise durch ein initiales Sistieren proliferativer Kapazitdten bei Ent-

ziindungsinduktion erklaren (Abb. 3 - 18).
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Abb. 3 - 18: Bei chronischer Entziindung und unbehobenen DNA-Beschadigungen moduliert
XBP1 intestinale epitheliale Proliferation

Die Dinnddrme von Rnaseh2b/Xbp1™f-, Rnaseh2b™‘- und Rnaseh2b/Xbp1**-Mausen aus (A) der
akuten und (C) der drei DSS-Zyklen umfassenden chronischen DSS-Colitis werden nach histologischer
Aufbereitung flr eine BrdU-Farbung verwendet (braun). Welche Mauslinien fiir welches Experiment
herangezogen werden, kann den Abbildungen entnommen werden. Mithilfe des Axio Imager Z1
Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden die BrdU*-Zellen gezahlt und
fotodokumentiert. (B und D) zeigen die entsprechenden statistischen Analysen. Ein Datenpunkt
reprasentiert dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl BrdU*-Zellen in 30 Krypten
bestimmt wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. TA: transit-amplifying. * p <
0,05; *** p < 0,001

3.3.2.4 Xbp1l-Defizienz beeintrachtigt die DNA-Schaden induzierte p53-Antwort unter
inflammatorischen Bedingungen

Da sowohl chronische genomische Instabilitdt als auch anhaltende Entziindungsprozesse das
Risiko fur die Entstehung von Tumoren erhohen, ist eine suffiziente p53-Antwort von
essenzieller Bedeutung. Die Evaluierung der relativen Genexpression im Dickdarmgewebe von
DSS-behandelten Mausen ergibt, dass Xbp1-Defizienz die p53-vermittelte DDR im Kontext

persistierender Entziindungsbedingungen vermindert (Abb. 3 - 19).
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Abb. 3 - 19: Xbpl-Defizienz beeintrachtigt die DNA-Schaden induzierte p53-Antwort unter
inflammatorischen Bedingungen

RNA wird aus Dickdarmgewebe von Rnaseh2b/Xbp1™"/ -, Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1*'E-M3iusen
aus (A) der akuten und (B) der drei DSS-Zyklen umfassenden chronischen DSS-Colitis (n = mindestens
4) isoliert und in cDNA transkribiert. Welche Mauslinien fiir welches Experiment herangezogen
werden, ist den Abbildungen zu entnehmen. Die Expression der untersuchten Gene wird an die 8-
Aktin-Expression angeglichen und unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

3.3.2.5 Durch koinzidierende Entziindung und DNA-Beschadigungen initiierte STING-
Signaturen werden bei Xbp1-Mangel abgeschwacht

Sowohl unbehobene DNA-Schaden als auch durch entziindliche Verdanderungen entstehende
DNA-Fragmente sollten neben einer p53-Aktivierung eine robuste STING-Antwort
hervorrufen. Die Genexpressionsanalyse des Dickdarmgewebes von Tieren aus der akuten
oder chronischen DSS-Colitis offenbart eine durch Xbpl-Verlust beeintrachtigte DNA-

Schaden-induzierte STING-Signatur im Kontext chronischer Entzindung (Abb. 3 - 20).
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Abb. 3 - 20: Durch koinzidierende Entziindung und DNA-Beschadigungen initiierte STING-
Signaturen werden bei Xbp1-Mangel abgeschwacht

Aus Dickdarmgewebe von Rnaseh2b/Xbp1%/f-, Rnaseh2b™ ‘- und Rnaseh2b/Xbp1*'*-Mausen aus (A)
der akuten und (B) der trizyklischen chronischen DSS-Colitis (n = mindestens 4) wird RNA isoliert und
in cDNA transkribiert. Welche Mauslinien in welchem Experiment verwendet werden, ist den
Abbildungen zu entnehmen. Die Expression der untersuchten Gene wird an die 8-Aktin-Expression
angeglichen und unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. ** p < 0,01

3.3.3 Angesichts persistierender genomischer Instabilitat fihrt Xbp1-Verlust zur Entstehung
spontaner intestinaler Tumoren

Mindestens 52 Wochen alte Rnaseh2b/Xbp1/f-,  Xbp1“EC-,  Rnaseh2b™t- und
Rnaseh2b/Xbp1*'t-Miuse werden bei Euthanasierung auf das Vorhandensein spontan
entstandener intestinaler Tumoren hin untersucht. Wie in Vorstudien bereits beschrieben
worden ist, sind alte Rnaseh2b™t‘-Tiere vor Neoplasieentwicklung geschiitzt [169]. Im
Gegensatz dazu weisen 48 % der Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Mause (n = 12 von 25) makroskopische,
vornehmlich im Dinndarm lokalisierte intestinale Tumoren auf (Abb. 3 - 21, A und B), welche
von oben genannter Pathologin als ,invasive Karzinome*“ klassifiziert werden. Im Rahmen der
Erhebung des klinischen Phanotyps offenbart die Auftrennung der Rnaseh2b/Xbp1*'tC-Tiere
nach Vorkommen intestinaler Tumoren (,NT“: non-tumor versus ,T“: tumor), dass die
Entwicklung von Neoplasien mit einem inflammatorischen Phanotyp einhergeht. Dieser

manifestiert sich sowohl in einer Reduktion des relativen Kérpergewichts im Vergleich zu den
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anderen vier Kontrollgruppen als auch in einer Zunahme des relativen Leber- und

Milzgewichtes gegenliber den Rnaseh2b 2't¢-Mausen (Abb. 3 - 21, C).
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Abb. 3 - 21: Angesichts persistierender genomischer Instabilitat filhrt Xbp1-Verlust zur Entstehung
spontaner intestinaler Tumoren

Rnaseh2b/Xbp1"/f- (n = 23), Xbp1“ - (n = 8), Rnaseh2b™- (n = 9) und Rnaseh2b/Xbp1“c- (n = 25)
Mause werden im Alter von mindestens 52 Wochen euthanasiert. (A) Zeigt die relative Tumorinzidenz
und -lokalisation fir alle vier Mauslinien, in (B) sind reprasentative Bilder der DUnndarmtumoren von
Rnaseh2b/Xbp1“tc-Tieren zu sehen. Das abgebildete Millimeterpapier dient als MaRstab. (C) Zwecks
Analyse des klinischen Phanotyps werden Korpergewicht, Diinndarm- und Dickdarmlange evaluiert.
Jeder der in den Graphen dargestellten Punkte entspricht den Messwerten eines Tieres. Das Gewicht
von Milz und Leber wird in Relation zum Korpergewicht des jeweiligen Tieres abgebildet. Daten werden
unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines
ungepaarten t-Tests berechnet. NT: non-tumor, T: tumor. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001;

3.3.3.1 Tumorgewebe von Rnaseh2b/Xbpl1“t-Miusen weist eine erhéhte Expression
von WNT-Zielgenen auf
Untersuchungen von Rnaseh2b™t‘-Tieren haben gezeigt, dass sowohl die vermehrte

Zelltodinduktion als auch die einhergehende Stammzellsuppression vor Tumorentstehung
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schiitzende DDR-Mechanismen darstellen [169]. Angesichts der im Darm von
Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-M&usen gesteigerten epithelialen Proliferation ist eine unkontrollierte ISC-
Vermehrung als potenzieller Treibermechanismus der in jenen Tieren augmentierten
Tumorigenese anzunehmen. Analysen der relativen Genexpression des Diinndarmgewebes
von alten Rnaseh2b/Xbp1®/f-, Rnaseh2b®tC- und Rnaseh2b/Xbpl“tC-Tieren und des
Tumorgewebes der Rnaseh2b/Xbp1*tc-Maiuse stiitzen diese Hypothese: Die Induktion
kanonischer Zielgene des WNT / R-Catenin-Signalweges (Ccnd1: cyclin D1; Cd44: CD44
molecule (Indian blood group); Sox9: SRY-box 9) in Darmtumoren von Rnaseh2b/Xbp1'€C-
Mausen belegt eine Zunahme WNT-regulierter Forderung intestinaler Stammzellerneuerung

und -teilung, welche konsekutive Tumorentwicklungen begiinstigt (Abb. 3 - 22) [228-230].
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Abb. 3 - 22: Tumorgewebe von Rnaseh2b/Xbpl“t‘-Miusen weist eine erhéhte Expression
von WNT-Zielgenen auf

RNA wird aus Diinndarmgewebe von alten Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1~¢-
Mausen sowie aus Rnaseh2b/Xbp1*t-Tumoren (n = mindestens 4) isoliert und in cDNA transkribiert.
Die Expression der untersuchten Gene wird an die f8-Aktin-Expression angeglichen und unter Angabe
des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests
berechnet. NT: non-tumor, T: tumor. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

3.4 XBP1 koordiniert DNA-Schaden-induzierte Homoostaseprozesse durch Kontrolle
p53-abhangiger Effektoren

Die bis hierhin aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass Xbp1-Verlust genomische Instabilitaten
unter basalen wie unter inflammatorischen Bedingungen erhoht, DNA-Schaden-induzierten
Zelltod steigert sowie zu einer Umkehr des durch Rnaseh2b-Deletion hervorgerufenen
proliferativen Stammzellarrests flihrt. Langfristig bedingt dies sowohl eine Verstarkung
intestinaler Entziindungsprozesse als auch die Formierung spontaner, Uberwiegend im

Dinndarm aufzufindender Tumoren, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine
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unkontrollierte ISC-Proliferation zurickzufiihren sind. Da die tumorprotektive Stamm-
zellsuppresion im Rnaseh2b™t¢-Modell durch p53-abhingige DDR reguliert wird, der
Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Phinotyp jedoch von insuffizienten p53-Antworten gepragt ist, liegt die
Vermutung nahe, dass XBP1 die angesichts persistierender DNA-Beschadigungen
erforderlichen epithelialen Kompensationsmechanismen via p53 mediiert. Dies soll im

Folgenden naher untersucht werden.

3.4.1 Rnaseh2b/p53"E-Miuse stellen eine Phinokopie der Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Miuse dar

Unter der Annahme, dass Xbp1-Deletion bei chronischer genomischer Instabilitat durch eine
Beeintrachtigung der p53-Antwort zu einem konsekutiven unlimitierten ISC-Teilungspotenzial
fuhrt, ist zu erwarten, dass p53-Defizienz im Rnaseh2b®tc-Modell einen vergleichbaren
Proliferationsphanotyp hervorruft. Diese Hypothese wird sowohl durch Vorarbeiten, die eine
100 %-ige spontane Darmtumorentwicklung in Rnaseh2b/p53*t¢-Mausen beschreiben, als
auch durch nahezu identische Zahlen Ki67*-Zellen im Dinndarm von alten Rnaseh2b/p532't¢-

und Rnaseh2b/Xbp12E¢-M3usen bestatigt (Abb. 3 - 23) [169].
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Abb. 3 - 23: Rnaseh2b/p53"'%- Miuse stellen eine Phinokopie der Rnaseh2b/Xbp1“¥-Mzuse dar

Dinndarme von alten Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp1“tc-, Rnaseh2b™*‘-, Rnaseh2b/Xbp1“t- und
Rnaseh2b/p53"t-M3usen werden nach histologischer Aufbereitung fiir Ki67 gefarbt (braun) (A). Die
Auszadhlung und Fotodokumentation Ki67*-Zellen erfolgt mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops
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und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software. (B) zeigt die statistische Analyse. Ein Datenpunkt
entspricht dabei einem Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl Ki67*-Zellen in 50 Krypten
evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001. (C) vergleicht
die Tumorinzidenz im Diinn- und Dickdarm von Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Rnaseh2b™°-, Rnaseh2b/Xbp1*'¥-
und Rnaseh2b/p53~t-Mausen. Rnaseh2b/Xbp1*-Tiere entwickeln 18 Diinndarmtumore und einen
Dickdarmtumor; in Rnaseh2b/p53“t“-Miusen werden 59 Dinndarm- und 2 Dickdarmtumore
vorgefunden.

3.4.2 RNA-Sequenzierung intestinaler Organoide identifiziert geteilte Xbpl- und p53-
spezifische Transkriptionssignaturen

Da Rnaseh2b/Xbp1®' - und Rnaseh2b/p53“t“-M3use einen deckungsgleichen proliferativen
Phanotyp aufweisen, der in beiden Fallen zur Entstehung spontaner Darmtumoren fihrt, soll
gepriift werden, ob XBP1 und p53 angesichts unbehobener DNA-Schaden auf die gleichen
genetischen Kontrollmediatoren intestinaler Epithelproliferation zuriickgreifen. Um den
Treibermechanismus dieser unlimitierten Stammzellteilungen zu identifizieren, wird RNA aus
Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Rnaseh2b™tC-, Rnaseh2b/p53~€- und Rnaseh2b/Xbp1*tc-Organoiden
gewonnen und sequenziert. Der Fokus der Analyse liegt dabei auf Genen, die in Rnaseh2b?'t¢-
Organoiden im Kontext einer suffizienten p53-Zielgeninduktion alleinig heraufreguliert, im
p53-defizienten Rnaseh2b/p53%E¢- und Rnaseh2b/Xbp1*tc-Modell hingegen gemeinschaftlich
herabreguliert sind. Der Heatmap sind die jeweils zwischen Rnaseh2b/Xbp1™f und den
anderen drei Organoidgenotypen unterschiedlich exprimierten Gene (DEG) zu entnehmen
(Abb. 3 - 24 A); im nebenstehenden Venn Diagramm ist demonstriert, dass bei chronischer
genomischer Instabilitdt ein Verlust von Xbpl und p53 zu einer Ubereinstimmenden
Herabregulation von 139 Genen fiihrt (Abb. 3 - 24 B, oben). Unter letzteren Transkripten weist
die Expression der Gene Ano3 (anoctamin 3), Ddit4l (DNA-damage-inducible transcript 4-like),
Fam212b (family with sequence similarity 212, member B) und Mcam (melanoma cell adhesion
molecule) die stiarkste Ubereinstimmung mit dem gesuchten Expressionsmuster auf. Des
Weiteren offenbart sowohl die GO Term- als auch die KEGG Signalweg-Analyse, dass Xbp1-
Verlust eine Beeintrachtigung der DDR bedingt (Abb. 3 - 24 C und D).
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Abb. 3 - 24: RNA-Sequenzierung intestinaler Organoide identifiziert geteilte XBP1- und p53-
spezifische Transkriptionssignaturen

(A) In der Heatmap sind die jeweils zwischen Rnaseh2b/Xbp1™/- und Rnaseh2b™ -, Rnaseh2b/p53~-
oder Rnaseh2b/Xbp1“ -Organoiden am stirksten unterschiedlich exprimierten Gene (DEG, Top 50)
dargestellt. (B) Die Venn Diagramme demonstrieren die im Rnaseh2b/p53“t¢- oder Rnaseh2b/Xbp1*t°-
Modell gemeinschaftlich herab- (oben) oder heraufregulierten (unten) Transkripte. (C) KEGG
Signalweg- und (D) GO Term-Analyse von in Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Organoiden alleinig herabregulierten
Genen. ER: Endoplasmatisches Retikulum, HR: Homologe Rekombination. Samtliche Analysen werden
mit freundlicher Unterstiitzung von Neha Mishra zur Verfligung gestellt.

3.4.3 Validierung der durch RNA-Sequenzierung ermittelten Zielgene in-vitro und in-vivo
Die mittels RNA-Sequenzierung identifizierten, in Rnaseh2b/Xbp1*t¢- und Rnaseh2b/p53~'E¢-
Mausen gleichermallen herabregulierten Gene Ano3, Ddit4l, Fam212b sowie Mcam werden

in samtlichen der in dieser Arbeit genutzten in-vitro- und in-vivo-Modellen bezliglich ihrer
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relativen Genexpression evaluiert. Aus Ubersichtsgriinden werden lediglich die einschligigen
gRT-PCR-Analysen von AraC-stimulierten ModeK-Zellen, Diinndarmkrypten gealterter Tiere
aller vier Genotypen sowie Dickdarmgewebe DSS-behandelter Rnaseh2b/Xbp1™/f-,
Rnaseh2b™¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-M4&use dargestellt.

Die Genexpressionsdaten AraC-behandelter ModeK-Zellen offenbaren, dass XBP1 bei unbe-

hobenen DNA-Beschadigungen die Transkription der Gene Ano3, Ddit4l und Fam212b
induziert (Abb. 3 - 25.1).
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Abb. 3 - 25.1: Validierung der durch RNA-Sequenzierung ermittelten Zielgene in-vitro

Zwecks Validierung der mittels RNA-Sequenzierung identifizierten Zielgene werden gRT-PCR-Analysen
durchgefiihrt. Die fiir die reverse Transkription bendtigte RNA wird aus iCtrl und iXbp1 ModeK-Zellen
(n = 3), die fur 24 Stunden mit PBS, 0,5 uM oder 2,5 uM AraC stimuliert werden, isoliert. Nach RNA-
Transkription wird die generierte cDNA auf die in Relation zu Gapdh gesetzte Expression der
angegebenen Gene hin analysiert. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die

statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001

Um die in-vitro erhobenen Daten in einem in-vivo-Modell zu UGberprifen, wird RNA aus
Diinndarmkrypten alter Rnaseh2b/Xbp1"/f-, Xbp12'EC-, Rnaseh2b - und Rnaseh2b/Xbp12EC-
Mausen isoliert und in cDNA transkribiert. Die relative Genexpressionsanalyse bestatigt eine

XBP1-abhangige Expressionsinduktion von Ddit4l bei chronischer genomischer Instabilitat

(Abb. 3 - 25.2).
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Abb. 3 - 25.2: Validierung der durch RNA-Sequenzierung ermittelten Zielgene in-vivo

Zur Validierung der mittels RNA-Sequenzierung identifizierten Zielgene werden qRT-PCR-Analysen von
Diinndarmkrypten-RNA alter Rnaseh2b/Xbp1"f-, Xbp1®¥-, Rnaseh2b™t‘- und Rnaseh2b/Xbpl*-
Mause (n = mindestens 3) durchgefiihrt. Dazu wird die isolierte RNA in cDNA transkribiert und auf die
in Relation zu f3-Aktin gesetzte Expression der angegebenen Gene hin analysiert. Daten werden unter
Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten
t-Tests berechnet. ** p < 0,01

Als weiteres, unabhadngiges in-vivo-Modell dient die Genexpressionsanalyse des Dick-
darmgewebes DSS-behandelter  Rnaseh2b/Xbp1™/f-,  Xbp1“EC.,  Rnaseh2b™tc- und
Rnaseh2b/Xbp1*t¢-M&use. Dieses weist im Gegensatz zu den anderen beiden
Versuchsdurchfihrungen ein mit den RNA-Sequenzierungsanalysen deckungsgleiches
Genexpressionsmuster auf, welches auch unter inflammatorischen Bedingungen konserviert

zu bleiben scheint (Abb. 3 - 25.3).
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Abb. 3 - 25.3: Validierung der durch RNA-Sequenzierung ermittelten Zielgene im Kontext intestinaler
Inflammation in-vivo

Zwecks Validierung der mittels RNA-Sequenzierung identifizierten Zielgene werden gRT-PCR-Analysen
durchgefihrt. Die fur die reverse Transkription bendtigte RNA wird aus Dickdarmgewebe von
Rnaseh2b/Xbp1""-, Rnaseh2b™ - und Rnaseh2b/Xbp1*-M&usen (n = mindestens 4) der trizyklischen
chronischen DSS-Colitis isoliert. Nach RNA-Transkription wird die generierte cDNA auf die in Relation
zu f8-Aktin gesetzte Expression der angegebenen Gene hin analysiert. Daten werden unter Angabe des
Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests
berechnet. * p < 0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001

Den aufgefiihrten relativen Genexpressionsdaten ist zu entnehmen, dass XBP1 bei
persistierenden DNA-Schaden je nach gewédhltem Versuchsmodell zu einer unterschiedlichen
Expressionsregulation der mittels RNA-Sequenzierung identifizierten Zielgene Ano3, Ddit4l,
Fam212b und Mcam fiihrt. Da alleinig Ddit4l in allen untersuchten Versuchsmodellen eine
konsistente Expressionssignatur aufweist, wird der Untersuchungsschwerpunkt im Folgenden

auf dieses Gen gelegt (Abb. 3-25.1 - 3).

Zuvor gilt es jedoch, die p53-Abhangigkeit der Ddit4/-Expression zu bestatigen: Unter Zuhilfe-
nahme relativer Genexpressionsanalysen wird nach Stimulation von ModeK-Zellen mit den
p53-aktivierenden Substanzen AraC und Nutlin eine Induktion von Ddit4/ nachgewiesen (Abb.
3-25.4 A). Die Funktionsweise von Nutlin liegt in einer Verhinderung der Interaktion zwischen
p53 und dessen Inhibitor MDM2 begriindet [231]. Weiterhin kann nach Transfektion von
ModeK-Zellen mit siRNA gegen p53 ein Sistieren der AraC-induzierten Ddit4/-Expression in
iCtrl ModeK-Zellen demonstriert werden (Abb. 3 - 25.4 B).
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Abb. 3 - 25.4: Ddit4l-Expression wird p53-abhédngig reguliert

iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen (n = 3) werden in (A) fir 24 Stunden mit PBS, 2,5 uM AraC oder 50 uM
Nutlin stimuliert; in (B) werden die Zellen fiir 24 Stunden mit siRNA gegen p53 (10 uM) oder Kontroll-
siRNA (20 uM) behandelt und anschlieRend fiir weitere 24 Stunden mit PBS oder 2,5 uM AraC
versehen. Nach RNA-Transkription wird die jeweilige Genexpression in Relation zu Gapdh / 3-Aktin
gesetzt. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz
wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,00001

3.4.4 Im Zuge XBP1l-vermittelter DDR agiert DDIT4L als nachgeschalteter p53-Mediator
durch Beeinflussung des mTOR-Signalwegs in-vitro und in-vivo

DDIT4L (auch bekannt als REDD2 (regulated in development and DNA damage responses 2)
oder RTP801L) und das homologe DDIT4 (REDD1 oder RTP801) stellen zum einen potente
MTOR-Inhibitoren dar, zum anderen ist eine p53-abhdngige Regulation der REDDI1-
Transkription im Zuge der DDR beschrieben worden [232-235]. Die Serin-/Threoninkinase
mMTOR agiert durch die Integration von Umweltfaktoren als zentraler Knotenpunkt in der
zellularen Homoostasekoordination: So wird das Ausmal von Proteinsynthese und mRNA-
Translation abhangig von Wachstumsfaktorsignalen, Nahrstoffangebot, Energie- und
Stressstatus an den fir Zellwachstum, -stoffwechsel und -proliferation aktuellen Bedarf
angepasst [236-238]. Auf molekularer Ebene phosphoryliert mTOR die Trans-
lationsregulatoren S6K1 (ribosomal protein S6 kinase 1) und 4E-BP1 (eukaryotic translation
initiation factor 4E-binding protein 1), welche im unphosphorylierten Zustand durch Bindung
von elF3 und elF4E (eukaryotic translation initiation factor) die Bildung des
Translationsinitiationskomplexes verhindern [237, 239]. Mechanistisch bedingt dies bei
UberschieBender mTOR-Aktivierung eine Steigerung von ZellgroRe und -teilung [240, 241].
Aufgrund der beschriebenen kritischen Funktion in der Wachstumskontrolle des Organismus
kommt mTOR auch in der Tumorigenese eine malRgebliche Rolle zu: Das bekannteste Beispiel

stellt vermutlich die Tuberdse Sklerose dar, in deren Pathogenese eine Mutation des mTOR-
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inhibierenden TSC1/2-Komplexes (tuberous sclerosis complex) die multiple Formierung
benigner Tumoren induziert [242]. Dass mTOR ebenfalls fir intestinaleTumorentstehung
relevant ist, spiegelt sich in der Uberexprimierung der Kinase in humanen CRC-Zelllinien und
APC-defizienten FAP-Modellen wider [243-245]. Ferner vermag mTOR die maligne
Transformation mutierter Zellen durch Favorisierung von aerober Glykolyse und

Neoangiogenese zu potenzieren [239].

Die erlauterten Zusammenhange bieten Grund zu der Annahme, dass bei chronischer
genomischer Instabilitdit ein durch XBP1 regulierter, p53-abhdngiger DDIT4L-mTOR-
Feedbackmechanismus die Aufrechterhaltung zellulairer Homdostase kontrolliert: Im
Rnaseh2b™t-Modell bedingt eine robuste DNA-Schaden-induzierte p53-Antwort die
Expressionseinleitung von Ddit4l, dessen Genprodukt durch mTOR-Inhibition und konsekutive
Dephosphorylierung des Translationsinitiators 4E-BP1 intestinale Stammzellproliferation
supprimiert. In Rnaseh2b/Xbp1®'t-M3usen hingegen fiihrt eine Insuffizienz der p53-
ahhangigen Ddit4l-Induktion zu einer verstarkten mTOR-Aktivierung, welche durch
Phosphorylierung der nachgeschalteten mTOR-Effektoren 4E-BP1 und S6K1 eine
Wiederherstellung von ISC-Funktionen und epithelialer Proliferation bewirkt (Abb. 3 - 26).
Diese Hypothese wird durch eine Studie unterstiitzt, in der nach adenoviraler Ddit4l-
Uberexprimierung eine Abnahme, nach siRNA-vermitteltem Ddit4/-Knockdown indessen eine

Zunahme der ZellgroRe beobachtet wird [238].
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Abb. 3 - 26: Im intestinalen Epithel koordiniert XBP1 DNA-Schaden-induzierte Zellproliferation durch
DDIT4L-vermittelte mTOR-Inhibition

(A) Unter homoostatischen Bedingungen sind Darmepithelzellen durch DDR- und UPR-Mechanismen
zur Behebung von DNA-Schiaden und ER-Stress befihigt. (B) Im Rnaseh2b™t-Modell fiihrt das Fehlen
von Rnaseh2b durch Verletzung der genomischen Integritat zur Induktion von p53. Dies bedingt die
Transkription von Ddit4l, dessen Genprodukt mTOR inhibiert und somit die Phosphorylierung von 4E-
BP1 und S6K1 verhindert. Es resultiert eine supprimierte Stammzellproliferation, welche aufgrund
mangelnder regenerativer Kapazitaten Entziindungsprozesse begiinstigt. (C) Ein zuséatzlicher Verlust
von Xbp1 in Rnaseh2b/Xbp1*t-Darmepithelzellen zieht bei persistierenden DNA-Beschadigungen eine
unzureichende, p53-vermittelte Induktion von Ddit4l nach sich. mTOR ist nun konstitutiv aktiv und
phosphoryliert die nachgeschalteten Effektoren 4E-BP1 und S6K1. Die resultierende, unkontrollierte
Zellproliferation initiiert die Entstehung intestinaler Tumoren. Kodierung: Kraftig in weill unterlegte
Gene und Proteine werden vermehrt exprimiert, wahrend schwache weiRe Unterlegungen verringerte
Expressionsraten anzeigen. DDR: DNA damage response, ER: Endoplasmatisches Retikulum, IEC:
intestinal epithelial cell, UPR: unfolded protein response. Die Grafik wird mit freundlicher
Unterstlitzung von Julian Broocks zur Verfligung gestellt.
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Nach erfolgreicher Validierung der bei Xbpl-Defizienz beeintrdchtigten DNA-Schaden-
induzierten, p53-mediierten Ddit4l-Expression soll im Folgenden ermittelt werden, ob der
Aktivierungsstatus von DDIT4L-nachgeschalteten Effektoren ebenfalls der Bestatigung der
aufgestellten Theorien zutraglich ist. Dafiir wird die durch DDIT4L regulierte, mTOR-vollzogene
Phosphorylierung der Translationsinitiatoren 4E-BP1 und S6K1 mittels Western Blot und

immunhistochemischer Verfahren evaluiert.

3.4.4.1 XBP1 moduliert p53-abhingige DDIT4L-Funktionen bei chronischer genomischer
Instabilitdt in-vitro

Als Versuchsansatze fiir Proteinlysate dienen iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen (Abb. 3 - 27.1 A)
sowie mit siRNA gegen Ddit4l und p53 transfizierte iCtrl-Zellen (Abb. 3 - 27.1 B und D), welche
jeweils entweder mit PBS oder AraC behandelt werden. Unabhangig davon, ob ein Knockdown
fir Xbpl, p53 oder Ddit4l generiert wird, ist sowohl basal als auch bei genomischer
Beschadigung eine vergleichbare Zunahme der 4E-BP1-Phosphorylierung zu verzeichnen.
Daher ist davon auszugehen, dass XBP1 Translationsprozesse im Zuge der DDR-Regulation

Uber eine p53-abhangige Steuerung der Ddit4/-Expression kontrolliert.

A PBS AraC24h AraC48h B PBS AraC24h AraC48h
iCtrl iXbp1 iCtrl iXbp1 iCtrl iXbp? KDa SIRNA  Ctrl Ddit4/ Ctrl Ddit4! Ctrl Ddlit41 kDa

p-4E-BP1 |--‘.-! "|15,20 p-4E-BP1 I..-. - -|15,zo
AE-BP1 [N R # |50 4EBP1 BRI ] 15-20
R-Aktin [ S 2 R-Aktin |—--..| 2

C Ddit4l D
0,000008 - 0,11
£
< 0,000006 ] —|_ =3 ictrl PaS
P Hm iXbp1 SIRNA Ctrl p53 Dditd! kDa
% 0,0000041 p-4E-BP1 IE 15-20
@ 0,000002- 4E-BP1 ::E 15-20
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-Aktin 42
0,000000 : I ———
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Abb. 3 - 27.1: XBP1 moduliert p53-abhdngige DDIT4L-Funktionen bei chronischer genomischer
Instabilitat in-vitro

Aus den Ansatzen der im Folgenden beschriebenen Experimente werden Proteinlysate gewonnen und
zwecks Analyse der Phosphorylierung von 4E-BP1 fiir einen Western Blot verwendet. B-Aktin dient als
Ladekontrolle. (A) iCtrl und iXbpl ModeK-Zellen werden fiir 24 und 48 Stunden mit 2,5 uM AraC
stimuliert. Als basale Kontrolle dienen fiir 24 Stunden mit PBS behandelte Zellen. (B) Fiir 24 Stunden
mit siRNA gegen Ddit4l (10 uM) oder Kontroll-siRNA (20 uM) transfizierte iCtrl ModeK-Zellen werden
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fur weitere 24 oder 48 Stunden mit PBS oder 2,5 uM AraC stimuliert, (C) zeigt den mittels qRT-PCR-
Analyse bestatigten Transfektionserfolg, fiir den aus mit Kontroll- oder Ddit4/-siRNA transfizierten iCtrl
ModeK-Zellen (n = 3) RNA isoliert und in cDNA transkribiert wird. Die Genexpression ist in Relation zu
S-Aktin gesetzt. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische
Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. (D) iCtrl ModeK-Zellen werden fir 24
Stunden mit Kontroll-siRNA (20 uM) oder siRNA gegen Ddit4/ (10 uM) und p53 (10 uM) transfiziert. Der
erfolgreiche p53 -Knockdown ist Abb. 3 - 25.4, B zu entnehmen. Die Blots werden jeweils reprasentativ
fiir 3 unabhdngige Experimente gezeigt.

Die Immunoblotanalyse der Proteinlysate unstimulierter Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp12EC-,
Rnaseh2b™t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'t-Organoide weist ein mit dem ModeK-Zellmodell

Ubereinstimmendes 4E-BP1-Phosphorylierungsmuster auf (Abb. 3 - 27.2).

Abb. 3 - 27.2: XBP1 moduliert p53-abhdngige DDIT4L-Funktionen bei chronischer genomischer
Instabilitat in-vitro

Jeweils drei gepoolte Wells unstimulierter Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp1%-, Rnaseh2b%‘- und
Rnaseh2b/Xbp1*t“-Organoide werden 5 Tage nach Aussaat zur Generierung von Proteinlysaten
genutzt und mittels Western Blot auf die Phosphorylierung von 4E-BP1 hin untersucht. B-Tubulin dient
als Ladekontrolle; der Blot wird reprasentativ fir 3 unabhdngige Experimente gezeigt und mit
freundlicher Unterstiitzung von Go Ito zur Verfligung gestellt.

3.4.4.2 Bei unbehobenen DNA-Beschadigungen reguliert XBP1 p53-gesteuerte DDIT4L-
Signalwege in-vivo

Aus Dinndarmkrypten DSS-behandelter Mause aller vier Genotypen gewonnene Pro-
teinlysate werden fiir einen weiteren Western Blot verwendet. Auch hier ist eine De-
phosphorylierung von 4E-BP1 und S6 im Rnaseh2b™t¢-Modell zu erkennen, wohingegen
koinzidierende Xbp1-Defizienz in Rnaseh2b/Xbp1*t-M&iusen die Phosphorylierung beider
Translationsinduktoren fordert (Abb. 3 - 28.1).
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Abb. 3 - 28.1: Bei unbehobenen DNA-Beschadigungen reguliert XBP1 p53-gesteuerte DDIT4L-
Signalwege in-vivo

Aus Diinndarmkrypten von Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp1®¥-, Rnaseh2b™t‘- und Rnaseh2b/Xbp1“"-
Mausen der trizyklischen chronischen DSS-Colitis (n = 2) werden Proteinlysate gewonnen. Der
Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1 und S6 (S6 ribosomal protein, von pS6K1 phosphoryliert) wird in
einem Western Blot analysiert. B-Aktin dient als Ladekontrolle; der Blot wird repradsentativ fiir 3
unabhangige Experimente gezeigt.

Flr eine letzte unabhangige Validierung der aufgestellten Hypothesen werden die Diinndarme
gealterter Rnaseh2b/Xbp1%/f-, Rnaseh2b™tC-, Rnaseh2b/Xbpl™EC- und Rnaseh2b/p532EC-
Mause nach histologischer Aufbereitung fiir p-4E-BP1 gefarbt. Rnaseh2b-Verlust bewirkt eine
ubiquitdre 4E-BP1-Dephosphorylierung, wahrend im Kontext chronischer DNA-Schaden
sowohl Xbpl1-Mangel als auch p53-Deletion eine gleichwertige Zunahme p-4E-BP1*-Zellen
bedingen (Abb. 3 - 28.2).
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Abb. 3 - 28.2: Bei unbehobenen DNA-Beschadigungen reguliert XBP1 p53-gesteuerte DDIT4L-
Signalwege in-vivo

(A) Histologisch aufbereitete Diinndidrme von gealterten Rnaseh2b/Xbp1™"-, Rnaseh2b"Ec-,
Rnaseh2b/Xbp1*tc- und Rnaseh2b/p53“t“-Miusen werden fiir eine p-4E-BP1-Firbung verwendet
(braun). Mithilfe des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software
werden die p-4E-BP1*-Zellen gezahlt und fotografisch festgehalten. (B) zeigt die zugehdrige statistische
Analyse. Ein Datenpunkt reprasentiert dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl p-4E-
BP1*-Zellen in 30 Krypten evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM
dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet.
*** p< 0,001
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3.4.5 XBP1 gewahrleistet DNA-Schaden-induzierten Stammazellarrest durch mTOR-Inhibition
in-vitro und in-vivo

Der im Darm von Rnaseh2b/Xbp1*tc-Ma3usen vorzufindende Hyperproliferationsphanotyp
resultiert aus einer Beeintrachtigung p53-gesteuerter Ddit4l-Expressionsinduktion, welche
konsekutiv zu einer Uberaktivierung von mTOR-vermittelten, zelluliren Wachstumsprozessen
fuhrt. Da gealterte Rnaseh2b/Xbp1*'tC-Tiere unter spontaner intestinaler Tumorentstehung
leiden, wird im Folgenden erlautert, wie die in diesem Modell GbermaRige epitheliale
Proliferation durch pharmakologische Intervention unterbunden werden kann. Einen
geeigneten Angriffspunkt stellt hierfir das aus den Komplexen mTORC1 und 2 (mTOR
complex) zusammengesetzte Enzym mTOR dar: Durch Applikation des mTORC1-Inhibitors
Rapamycin wird die Phosphorylierung von 4E-BP1 und S6K1 spezifisch gehemmt [236, 239]. In
murinen Tumorigenesemodellen ist gezeigt worden, dass Rapamycin-Behandlung sowohl die
Entwicklung als auch die Progression intestinaler Neoplasien durch eine Foérderung von

Teilungsarrest und Zelldifferenzierung abwendet [243].

3.4.5.1. Rapamycin reduziert die im Kontext chronischer DNA-Instabilitat durch Xbp1-
Defizienz verursachte Hyperproliferation in-vitro

Fiir eine Western Blot Analyse werden Proteinlysate aus iCtrl ModeK-Zellen generiert, welche
nach Transfektion mit siRNA gegen Ddit4l/ entweder mit DMSO oder Rapamycin behandelt
werden (Abb. 3 - 29.1). Diesem Experiment ist zu entnehmen, dass Rapamycin die bei Ddit4l-

Defizienz gesteigerte Phosphorylierung von 4E-BP1 grundsatzlich zu unterbinden vermag.

DMSO Rapa24 h
SiRNA  iCtrl Ddit4/ iCtd Ddit4/ kDa

p4ccr1 |V IR | 15-20

4E-BP1

.I 15-20
B-Aktin | | 12

Abb. 3 - 29.1: Rapamycin reduziert die im Kontext chronischer DNA-Instabilitat durch Xbp1-
Defizienz verursachte Hyperproliferation in-vitro

Flr 24 Stunden mit siRNA gegen Ddit4/ (10 uM) oder Kontroll-siRNA (20 uM) transfizierte iCtrl ModeK-
Zellen werden fiir weitere 24 Stunden mit DMSO oder 1 uM Rapamycin (Rapa, geldst in DMSO)
stimuliert. Aus den Ansadtzen werden Proteinlysate generiert und fir die Evaluierung der
Phosphorylierung von 4E-BP1 mittels Western Blot verwendet. R-Aktin dient als Ladekontrolle. Der
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Erfolg des Ddit4l-Knockdowns ist Abb. 3 - 27.1 C zu entnehmen. Der Blot wird reprasentativ fir 3
unabhangige Experimente gezeigt.

Die im ModeK-Zellmodell gewonnen Erkenntnisse sollen nun anhand eines mit Rnaseh2b”/t¢-
und RnaseH2b/Xbp1*'tc-Organoiden durchgefiihrten colony formation assays Uberprift
werden: Wiahrend Rnaseh2b”t¢-Organoide nach Rapamycin-Behandlung keinerlei
Wachstumsveranderungen aufweisen, verringert die Anwendung des mTORC1-Inhibitors
sowohl die Anzahl als auch die GréRe von RnaseH2b/Xbp1*'t¢-Organoiden (Abb. 3 - 29.2 A, B).
Wie mittels Western Blot Analyse nachvollzogen werden kann, geht dieser Effekt mit einer
Abnahme der 4E-BP1-Phosphorylierung in Rapamycin-stimulierten RnaseH2b/Xbp1®€¢-
Organoiden einher (Abb. 3 - 29.2 C). Zwar bewirkt Rapamycin-Behandlung in Rnaseh2b?/t¢-
Organoiden ebenfalls eine Dephosphorylierung von 4E-BP1, nichtsdestotrotz resultiert daraus

aber keine signifikante Proliferationsreduktion.
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Abb. 3 - 29.2: Rapamycin reduziert die im Kontext chronischer DNA-Instabilitat durch Xbp1-
Defizienz verursachte Hyperproliferation in-vitro

(A) Rnaseh2b™t- und RnaseH2b/Xbp1“t“-Organoide werden (iber einen Zeitraum von 10 Tagen an
jedem zweiten Tag mit DMSO oder 1 pM Rapamycin stimuliert. Nach Generierung von single-cell-
suspensions werden pro Genotyp mindestens 6 neue Wells mit jeweils 10.000 Zellen ausgesat. 10 Tage
nach Aussaat werden die pro Well angewachsenen Organoide ausgezdhlt. Die Ergebnisse werden
stellvertretend fiir 3 unabhangige Experimente gezeigt. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts
+ SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p <
0,05; ** p < 0,01. (B) Mit dem Axio Observer Al Lichtmikroskop und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1
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Software erstellte reprasentative Fotos zeigen die entweder mit DMSO oder Rapamycin behandelten
Rnaseh2b®tc- und RnaseH2b/Xbp1“t-Organoide aus (A) jeweils 10 Tage nach Aussaat. (C)
Rnaseh2b™tc- und RnaseH2b/Xbp1*t-Organoide werden fir 2 Tage kultiviert und anschlieRend 24
Stunden lang mit DMSO oder 1 uM Rapamycin (Rapa) behandelt. Aus jeweils 3 gepoolten Wells werden
Proteinlysate gewonnen und mittels Western Blot auf die 4E-BP1-Phosphorylierung hin untersucht. i3-
Tubulin dient als Ladekontrolle; der Blot wird reprasentativ fiir 3 unabhadngige Experimente gezeigt.
Die Daten dieser Abbildung werden mit freundlicher Unterstiitzung von Go Ito zur Verfiigung gestellt.

3.4.5.2 mTOR-Inhibition rettet den Rnaseh2b/Xbp1*'t-Phinotyp in-vivo

Um zu testen, inwiefern Rapamycin den intestinalen Hyperproliferationsphanotyp in
Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Darmen zu unterbinden vermag, werden Rnaseh2b®t¢- und
RnaseH2b/Xbp1™t-Tiere eine Woche lang taglich intraperitoneal mit DMSO oder Rapamycin
behandelt. Im Rahmen der klinischen Phanotypisierungen erhobene Messwerte sind nicht
sonderlich aufschlussreich: Obwohl Rapamycin-behandelte Rnaseh2b/Xbp1“t¢-Tiere im
Gegensatz zu den  Kontroll-Rnaseh2b/Xbp1*'tc-M3usen  keinen  signifikanten
Gewichtsunterschied mehr gegeniiber der entsprechenden Rnaseh2b™t¢-Vergleichsgruppe
aufweisen, ist leider versaumt worden, das Kérpergewicht der Tiere an Tag 1 zu notieren (Abb.
3 - 30.1). Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dieser Beobachtung nicht
lediglich um ein Korrelat der randomisierten Gruppeneinteilung handelt. Zudem lasst sich
innerhalb der Rnaseh2b/Xbp1“t¢ Gruppe zwischen Rapamycin- und DMSO-behandelten
Mausen keine signifikante Gewichtsanderung dokumentieren (Abb. 3 - 30.1). Der Dinndarm
der Rapamycin-behandelten Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Mé&use ist gegenliber den DMSO-
behandelten Rnaseh2b/Xbp1*'“-Tieren zwar etwas verkiirzt, dennoch sind die Unterschiede
auch hier nicht signifikant (Abb. 3 - 30.1). Da die relativen Messwerte fiir Leber und Milz sich
im Trend nicht einheitlich verhalten, kann aus ihnen ebenfalls keine eindeutige Aussage
gezogen werden (Abb. 3 - 30.1). ZugegebenermaRen ist es aber auch als unwahrscheinlich
einzustufen, dass eine nur 7-tdgige Rapamycin-Behandlung Veranderungen makroskopischer

klinischer Parameter nach sich ziehen sollte.
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Abb. 3 - 30.1: mTOR-Inhibition rettet den Rnaseh2b/Xbp1*'* -Phinotyp in-vivo

14 - 36 Wochen alte Rnaseh2b™“- und Rnaseh2b/Xbp1“-Miuse (n = 6 - 7) werden fiir sieben Tage
taglich intraperitoneal mit DMSO oder 1,5 mg / kg Kérpergewicht Rapamycin behandelt, bevor sie an
Tag 8 euthanasiert werden. Jeder der in den Graphen dargestellten Punkte entspricht den an Tag 8
erhobenen Messwerten eines Individuums. Zur Herausarbeitung des klinischen Phanotyps werden
Diinndarm- und Dickdarmlange vermessen, das Gewicht von Milz und Leber wird in Relation zum
Korpergewicht des jeweiligen Tieres angegeben. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM
dargestellt; die statistische Signifikanz wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05;
**p<0,01

So wird der Behandlungserfolg der Rapamycininjektionen im Folgenden auf Proteinebene
betrachtet, indem die Dinnddrme von Rnaseh2b®t‘- und RnaseH2b/Xbp1*'tc-Maiusen
histologisch aufgearbeitet und Farbungen gegen BrdU, p-4E-BP1 und TUNEL unterzogen
werden.

In der histologischen Farbung des Diinndarms gegen p-4E-BP1 lasst sich sowohl ein mit den
Vordaten vereinbarer 4E-BP1-Phosphorylierungsstatus von DMSO-behandelten Mause-
Rnaseh2b/Xbp1*'t-Miuseddrmen als auch eine deutliche Reduktion der 4E-BP1-

Phosphorylierung unter Rapamycin-Behandlung nachweisen (Abb. 3 - 30.2).
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Abb. 3 - 30.2: mTOR-Inhibition rettet den Rnaseh2b/Xbp1***-Phinotyp in-vivo

(A) Histologisch aufbereitete Diinndarme von DMSO- oder Rapamycin-behandelten Rnaseh2b® - oder
Rnaseh2b/Xbp1*t-Mausen werden gegen p-4E-BP1 gefarbt (braun). Mithilfe des Axio Imager 71
Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden die p-4E-BP1*-Zellen gezéhlt und
fotografisch dokumentiert. (B) zeigt die zugehdrige statistische Analyse. Ein Datenpunkt reprasentiert
dabei ein Individuum, fir das die durchschnittliche Anzahl p-4E-BP1*-Zellen in 30 Krypten evaluiert
wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001

Einhergehend mit einer Abnahme der 4E-BP1-Phosphorylierung zeigt sich im Dinndarm von
Rapamycin-behandelten Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-M3usen eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikante Reduktion BrdU*-Zellen (Abb. 3 - 30.3). Somit ldsst sich sowohl die bei Rapamycin-
Behandlung verminderte Wachstumskapazitdt von Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Organoiden in-vivo
reproduzieren als auch die Hypothese bestdtigen, dass pharmakologische mTOR-Inhibition
durch Unterbindung der 4E-BP1-Phosphorylierung epitheliale Hyperproliferation im

Rnaseh2b/Xbp1*'¥-Darm einzuschrinken vermag.
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Abb. 3 - 30.3: mTOR-Inhibition rettet den Rnaseh2b/Xbp1*" -Phinotyp in-vivo

(A) Dinndidrme von DMSO- oder Rapamycin-behandelten Rnaseh2b™t¢- oder Rnaseh2b/Xbp1“tc-
Mausen werden histologisch aufbereitet und einer Farbung gegen BrdU unterzogen (braun). Mithilfe
des Axio Imager Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden BrdU*-Zellen
ausgezahlt und fotografisch dokumentiert. (B) zeigt die zugehorige statistische Analyse. Ein
Datenpunkt reprasentiert dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl BrdU*-Zellen in
30 Krypten evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die
statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. * p < 0,05

Weiterhin korreliert die medikamentdse Blockierung proliferativ aktiver Zellen im

Rnaseh2b/Xbp1*'t-Modell mit einer Abnahme TUNEL*-Zellen (Abb. 3 - 30.4). Somit ist zu
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vermuten, dass es sich bei den vermehrt sterbenden Zellen im Darm von Rnaseh2b/Xbp1~'t¢
Kontrolltieren um jene unkontrolliert hyperproliferierende Epithelfraktion handelt, die den

Angriffspunkt der pharmakologischen mTOR-Inhibition darstellt.
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Abb. 3 - 30.4: mTOR-Inhibition rettet den Rnaseh2b/Xbp1*'" -Phinotyp in-vivo

(A) Dinndarme von DMSO- oder Rapamycin-behandelten Rnaseh2b™- oder Rnaseh2b/Xbp1~'tc-
Mausen werden histologisch aufbereitet und gegen TUNEL gefarbt (braun). Mithilfe des Axio Imager
Z1 Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software werden TUNEL*-Zellen ausgezahlt und
fotografisch festgehalten. (B) zeigt die zugehdorige statistische Analyse. Ein Datenpunkt reprasentiert
dabei ein Individuum, fiir das die durchschnittliche Anzahl TUNEL*-Zellen in 30 Krypten evaluiert wird.
Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz wird
mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. ** p < 0,01

3.4.6 Bei persistierenden DNA-Schaden koordiniert XBP1 die STING-Antwort via p53
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass XBP1 zur Aufrechterhaltung intestinaler epithelialer
Homoostase auf p53 als zentralen Mediator nachgeschalteter Signalwege angewiesen ist.
Daher ist zu Uberlegen, ob die im Xbpl1®t-Modell beeintrichtige STING / ISG-Induktion
ebenfalls einer insuffizienten p53-Antwort geschuldet ist. Zur Beantwortung dieser Frage wird
der Einfluss eines p53-Verlustes auf die STING-Signatur analysiert. Sowohl eine im Diinndarm
von jungen Rnaseh2b/p53“tc- und Rnaseh2b/Xbp1*tc-Miusen gleichermaRen reduzierte
Anzahl STING*-Zellen (Abb. 3 - 31 A und B) als auch die unter Verwendung von siRNA gegen
p53 abgeschwachte STING / ISG-Induktion AraC-behandelter ModeK-Zellen (Abb. 3 - 31 C)

impliziert eine Abhangigkeit der STING-Antwort von p53.
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Abb. 3 - 31: Bei persistierenden DNA-Schaden koordiniert XBP1 die STING-Antwort via p53

(A) Diinnddrme von jungen Rnaseh2b/Xbp1™f-, Xbp1“tC-, Rnaseh2b™‘-, Rnaseh2b/Xbp1**- und
Rnaseh2b/p53™t-M3usen werden histologisch aufbereitet und einer STING-Firbung unterzogen
(braun). Die Auszahlung und Fotodokumentation STING*-Zellen erfolgt mithilfe des Axio Imager Z1
Lichtmikroskops und der AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software; (B) zeigt die statistische Analyse. Ein
Datenpunkt entspricht dabei einem Individuum, flir das die durchschnittliche Anzahl STING*-Zellen in
30 Krypten evaluiert wird. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die
statistische Signifikanz wird mithilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. *** p < 0,001. (C)
iCtrl und iXbp1l ModeK-Zellen (n = 3) werden fir 24 Stunden mit siRNA gegen p53 (10 uM) oder
Kontroll-siRNA (20 uM) transfiziert und anschliefend fiir weitere 24 Stunden mit PBS oder 2,5 pM AraC
stimuliert. Isolierte RNA wird in cDNA transkribiert und beziiglich der in Relation zu Gapdh gesetzten
Genexpression der beschriebenen Gene untersucht. Der Transfektionserfolg ist Abb. 3 - 25.4 zu
entnehmen. Daten werden unter Angabe des Mittelwerts + SEM dargestellt; die statistische Signifikanz
wird mithilfe eines ungepaarten t-Tests berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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4, Diskussion

Im Rahmen chronischer Entziindungsgeschehen bedarf es der strikten Regulation
homoostatischer Mechanismen, um Tumorentwicklungen auf dem Boden unkontrolliert
ablaufender Regenerationsprozesse vorzubeugen. Dabei gilt es, ROS-induzierte DNA-Schaden
zu beheben, zelluldren Stress zu reduzieren und das Zusammenspiel zwischen Zelltod, -
proliferation und -differenzierung im Gleichgewicht zu halten [97, 246-248].

Eine solche Homdostase-regulierende Funktion kommt dem CED-Risikogen XBP1 in der
Pathophysiologie von UC und MC zu: Es wurde gezeigt, dass XBP1 zum einen als zentraler UPR-
Mediator in die Behebung von ER-Stress involviert ist, zum anderen die Anpassung der
epithelialen Proliferation an den regenerativen Bedarf koordiniert [183]. Welche Rolle XBP1
in der Resolution Entzlindungs-assoziierter DNA-Schaden spielt und welche Implikationen sich
daraus fiur epitheliale Homéostase und CAC-Pravention ergeben, ist bislang nicht bekannt und
wird daher in der vorliegenden Studie anhand verschiedener Maus- und Zellmodelle erortert.
Da sowohl ER-Stress als auch Verletzungen der genomischen Integritat generelle Kennzeichen
chronischer Entziindungsprozesse darstellen, ist die hier dargelegte Relevanz einer intakten

UPR auf ein weites, Gber CED hinausgehendes Krankheitsspektrum anwendbar [97, 246],.

4.1 XBP1 spielt angesichts chronischer DNA-Schaden-induzierter Entziindung eine kritische
Rolle fiir intestinale Epithelresilienz

Zunachst soll beurteilt werden, wie XBP1 angesichts persistierender DNA-Schaden-induzierter
Entziindung die Teilprozesse intestinaler Homoostase reguliert. Als zu bewertende
Resilienzindikatoren werden dafir das DNA-Reparaturvermogen, die epitheliale
Regenerationsfahigkeit sowie die Effizienz von UPR und Autophagie herangezogen; denn diese
Mechanismen miissen abgestimmt ineinandergreifen, damit das Darmepithel seiner Aufgabe
als kombiniertes Abwehr- und Resorptionsmedium nachkommen kann [247]. Wahrend die
Experimente mit AraC-stimulierten ModeK-Zellen, Organoiden sowie die basalen
Mausphanotypisierungen  Aufschluss Uber grundséatzliche Xbpl-vermittelte Homo-
ostatekapazitaten liefern, kann anhand von DSS-Colitis-Modellen der Effekt einer zusatzlichen
externen Entziindungsinduktion evaluiert werden. Bei der Datenanalyse gilt es zu bedenken,

dass an der Koordination des intestinalen Gleichgewichts neben Darmepithelzellen auch
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Mikroben, benachbarte Bindegewebs- und Immunzellen beteiligt sind, deren Einfluss hier

experimentell nicht beriicksichtigt werden kann [38].

4.1.1 XBP1 reguliert intestinale DNA-Reparatur via p53

Zur Induktion von chronischen DNA-Schaden werden in dieser Arbeit zweierlei Modelle
genutzt: Die Verwendung des Cytidin-Analogons AraC ermdoglicht durch Variation von
Konzentration und Stimulationsdauer eine externe Steuerung der DNA-Beschadigung,
wahrend die Intensitit der genomischen Integritatsverletzung im Rnaseh2b®t-Modell als
Konstante anzusehen ist, die lediglich interindividuellen Unterschieden in der Stabilitat des
konditionalen Knockouts unterliegt (Abb. 3 - 1 B, C) [169]. Das gewahlte 24-stiindige Stimu-
lationsschema mit 2,5 uM AraC beruht auf eingangs durchgefiihrten dose-response- und
Kinetik-Experimenten und ist darauf ausgelegt, die bei DNA-Schaden-Induktion begleitend
auftretende Apoptoseeinleitung auf ein moderates MaR zu begrenzen (nicht gezeigt).

Behandlungen mit Etoposid und Hydroxyurea erzielen vergleichbare Effekte (nicht gezeigt).

Zwecks Erfassung des AusmaRes von Doppelstrangbriichen wird als etablierter, hochsensitiver
Marker der Phosphorylierungsstatus des Histons H2AX herangezogen [249]. Obwohl yH2Ax
einen zentralen Bestandteil der initialen DDR darstellt, herrscht Uneinigkeit dariber,
inwieweit von der Detektion des Histons auf den DNA-Reparaturstatus geschlossen werden
kann [250]. Daher lasst die Beobachtung vermehrter H2AX-Phoshorylierung in den
Westernblotlysaten AraC-stimulierter iXbp1-ModeK Zellen (Abb. 3 - 2) ebenso wie die erhéhte
Anzahl yH2Ax*-Foci im Rnaseh2b/Xbp1*tc-Diinndarm zunéchst nur darauf schlieBen (Abb. 3 -
9, 3 - 16), dass XBP1 den Grad der genomischen Integritatsverletzung beeinflusst. Eine
vergleichbare Zunahme zelluldren yH2Ax registrieren Argemi et al. nach partieller

Hepatektomie in Xbp1-defizienten Hepatozyten [184].

Die Funktionalitdt der DNA-Reparatur im Rnaseh2b/Xbp12't¢-Modell wird unter Anwendung
von GO Term- und KEGG-Signalweganalysen beurteilt. Um den Effekt eines Xbp1-Verlustes zu
bewerten, wird als Referenztranskriptom das von einer effizienten DDR-Signatur gepragte
Rnaseh2b™t¢-Modell herangezogen. Den Datensitzen ist zu entnehmen, dass Xbp1-Deletion
eine Insuffizienz von NER, DSB-Reparatur via HR sowie Mismatch-Reparatur nach sich zieht

(Abb. 3 - 24 B, C). Somit ist von einer unmittelbaren Beteiligung des Genes an den genannten
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DNA-Reparaturmechanismen auszugehen. Die Literaturrecherche bestatigt, dass persis-
tierender ER-Stress durch Degradation von RAD51 (RAD51 recombinase), Chromatin-
veranderungen sowie den im folgenden Absatz beschrieben p53-Modifikationen zu einer
Beeintrachtigung von DNA-Reparatur-Kapazitaten fiihrt [185, 186, 251, 252]. Zudem finden
sich Studien, die eine direkte Xbpl-vermittelte Regulierung der Genom-Reparatur
beschreiben: Mittels ChIP-Seq-Verfahren (chromatin immunoprecipitation sequencing) und
Promotoranalysen wird bewiesen, dass XBP1 mit DNA-Reparatur- und Replikations-Genen
interagiert [253, 254]. Weiterhin ist das Gen nach partieller Hepatektomie zwecks
kontrollierter regenerativer Replikation durch Phosphorylierung von STAT3 fiir die Kontrolle
DSB und BER verantwortlich; und in Hefen wird angesichts von DNA-Beschadigungen eine

XBP1-abhangige NHEJ-Induktion registriert [184, 255].

Da DDR-MaRnahmen im vergleichend herangezogenen Rnaseh2b™t¢-Modell in erster Linie
p53-mediierter Form sind, im Gegensatz dazu aber in allen hier durchgefiihrten Experimenten
eine Insuffizienz der Transkriptionsinduktion von p53-Zielgenen zu verzeichnen ist, wird die
Hypothese aufgestellt, dass XBP1 die Transkription von DNA-Reparatur-Genen via p53
reguliert (Abb.3-5,3-12,3-19) [169].

Zwar lasst Xbp1-Deletion die mRNA-Expression von p53 unbeeinflusst, die transkriptionelle
Aktivitat des Tumorsuppressors wird jedoch ohnehin primar durch Variierung seiner
Promotoraffinitdten und Phosphorylierungs-/Acetylierungsstatus gesteuert (Abb.3-5,3-12,
3-19) [165]. Zur Bestimmung der p53-Proteinlevel erstellte Western Blot Analysen vermadgen
allerdings nicht, Xbpl-abhangige Unterschiede in der Regulierung des Genomwachters
darzustellen (nicht gezeigt). Eine zur weiteren Abklarung angefertigte immunhistochemische
p53-Farbung des Diinndarms von gealterten Rnaseh2b/Xbp1™/f-, Xbp12'EC-, Rnaseh2b™'EC- und
Rnaseh2b/Xbp1*'t-Miusen kann aufgrund unspezifischer Antikérperbindungen nicht
ausgewertet werden, und auch Luciferaseassays zur Evaluierung der p53-Promotoraktivitat
bleiben trotz wiederholter Durchfiihrung unaussagekraftig.

Die unterstlitzend herangezogene Literaturrecherche legt passend zur aufgestellten
Hypothese nahe, dass p53 bei ER-Stress derart modifiziert wird, dass ausgewahlte Trans-
kriptionsfunktionen des Tumorsuppressors supprimiert werden. Beispielsweise 16st das
Auftreten von DNA-Schaden in ER-gestressten Zellen eine Veranderung der p21- und Mdm2-

Translation aus, welche unter anderem dazu fiihrt, dass anstelle von DNA-Reparatur verstarkt
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Apoptose initiiert wird [256-258]. Eine weitere Arbeitsgruppe beobachtet, dass ER-Stress-
induziertes XBP1s in humanen kolorektalen Krebszellen die Transkriptionsaktivitdat des p53-
Homologs TAp73 (tumor protein 73) beeintrachtigt [259]. Da XBP1s im Xbp12'tc-Modell in
hochregulierter, aber infunktioneller Form vorliegt, erlibrigt es sich zu liberprifen, ob die dort
vorherrschende p53-Insuffizienz einem vergleichbaren XBP1ls-abhangigen Mechanismus
geschuldet ist. Zumal eine TAp73-Supprimierung aber auch nach genereller, in besagter
Publikation mit Knockout-dhnlichen XBP1-Leveln einhergehenden ER-Stress-Induktion
detektierbar wird, kann eine kausale Beteiligung anderer ER-Stress-Mediatoren nicht aus-
geschlossen werden. Diesen Erkenntnissen auf den ersten Blick widersprechend hat dieselbe
Arbeitsgruppe eine zweite Studie publiziert, in der eine XBP1-vermittelte p53-Degradation in
ER-gestressten humanen Darmkrebszellen demonstriert wird [260]. Ebenso beschreiben
Kaser et al. eine Zunahme p53*-Foci im Colon AOM-DSS-behandelter Xbp12'€¢-M3use [183].
Wie andere Wissenschaftler jedoch berichten, korrelieren erhéhte p53-Proteinmengen nicht
zwangslaufig mit einer verstarkten Aktivitat des Tumorsuppressors: So wird in Ddit4 (DNA
damage inducible transcript 4)-defizienten Zellen nach DNA-Schaden-Induktion ein mTOR-
abhangiger Feedbackmechanismus aktiviert, der trotz Steigerung der p53-Translation eine
Funktionsdysregulierung des Genes bedingt [261]. Ubertragen auf die hier herausgearbeitete,
zentrale Rolle des DDIT4-Homologs DDIT4L implizieren diese Funde, dass DDIT4L als nachge-
schalteter Effektor unter physiologischen Umstanden die p53-Funktionsweise durch mTOR-
Inhibition kontrolliert und somit angesichts behebbarer DNA-Schiaden das Zelliiberleben
sicherstellt.

Da sich die eingangs erwahnte mangelnde Transkriptionseffizienz von p53-Zielgenen auch
ohne Kenntnis der Proteinlevel als konsistentes Phanomen prasentiert, kann eine Bestimmung
der p53-Proteinmenge vorerst hintenangestellt werden. Wie an spéaterer Stelle aber erldutert
wird, verbleibt es fiir ein allumfassendes mechanistisches Verstiandnis erforderlich, den
Proteinstatus des Tumorsuppressors zu analysieren. Zwecks weiterer Beurteilung des p53-
inhdhrenten Transkriptionserfolges ware dariiber hinaus eine Proteinspiegelmessung von
MDM2 oder anderen p53-Zielgenen sinnig; diese ist mit den hier zur Verfligung stehenden
Methoden allerdings ebenfalls nicht zuverlassig zu bewerkstelligen gewesen.

Auf Basis der Studien- und Datenlage wird somit die vorlaufige Schlussfolgerung gezogen, dass
Xbpl1-Verlust zu einer unzureichenden p53-mediierten Transkriptionsinduktion von DNA-

Reparatur-Genen fiihrt. Zwecks endgiiltiger Bestatigung dieser Hypothese verbleibt der
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Nachweis der definitiven Interaktionsform zwischen XBP1 und p53 allerdings ausstehend.
Einen ersten moglichen Erklarungsansatz stellt eine bereits zwischen XBP1, IRE1la und p53-
Zielgenen detektierte Verbindung dar: Wird Irela in AraC-behandelten iXbp1-ModeK Zellen
mittels siRNA ausgeschaltet, ist eine signifikante Induktionsvermehrung der in den nicht-
transfizierten Kontrollsamples herabregulierten p53-Transkripten zu verzeichnen (nicht ge-
zeigt). Eine Prifung dieser wichtigen Hypothese, beispielsweise unter Zuhilfenahme von
Xbp1/IRE1a™ -Organoiden, konnte bislang noch nicht erfolgen. Dass die observierte
Erkenntnis womoglich sogar reziproker Natur ist, legt eine Studie nahe, in welcher der Verlust
von p53 unter ER-Stress-Bedingungen eine Hochregulierung von IRE1a nach sich zieht [262].
Dies konnte zudem eine supplementierende Erklarung fir die im Xbp1-Knockout-Modell zu

registrierende IRE1la-Uberaktivierung darstellen.

Ebenfalls ist die angesichts persistierender Genomverletzung zu initilerende STING-Antwort
bei Xbp1-Defizienz im Vergleich zum Rnaseh2b™t¢-Modell herabreguliert (Abb. 3 - 6, 3 - 13, 3
- 20) [169]. Dies kann durch Nachweis verminderter STING- und pTBK1-Proteinlevel im
Western Blot bestatigt werden (nicht gezeigt). Obwohl die STING-IFN-Achse primar der
Immunabwehr dient, sind Interferone auch an DNA-ReparaturmalRnahmen beteiligt [263].
Bislang ist nicht bekannt, warum persistierender ER-Stress oder Xbp1-Verlust die Tmem173-
Transkription beeintrachtigt. Die Hypothese, dass der ER-Stress-Kompensation dienende
Autophagieprozesse zu einer beschleunigten mRNA- und Proteindegradation von Bestand-
teilen des Signalweges flihren konnten, wird experimentell unter Anwendung von siRNA
gegen Atg16/1 oder den spezifischen IRF3-Degradator Trim21 widerlegt (nicht gezeigt) [264].
Vor dem Hintergrund der hier vertretenen Annahme, dass den beobachteten Effekten im
Rnaseh2b/Xbp1*'t-Modell eine fehlregulierte p53-Transkriptionsregulierung zugrunde liegt,
kann jedoch eine Abhangigkeit der STING-Signatur von p53 festgestellt werden (Abb. 3 - 31).
Ob dieser Mechanismus alleinig fiir die herabregulierte STING-Antwort ursachlich ist, bleibt zu
untersuchen; dennoch lassen sich vielzdhlige Arbeiten auffinden, welche eine p53-vermittelte
Verstarkung von Typ-I-Interferon-Signalwegen beschreiben [265, 266]. Eine in der Literatur
dariiber hinaus dargelegte, reziproke p53-Induktion durch Mediatoren der Interferonantwort
kann experimentell nicht reproduziert werden [263, 266-269]; ganz im Gegenteil wird eine
negative Regulation der p53-Antwort durch STING und Typ-I-Interferone beobachtet (nicht
gezeigt).
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Obwohl die genaueren molekularen Hintergriinde nicht im Detail untersucht werden kdnnen,
steht die hier demonstrierte XBP1-inharente, p53-dirigierte Regulierung von DNA-Reparatur-
Genen im Einklang mit dem aktuellen wissenschaftlichen Verstandnis einer direkten,
funktionellen Beziehung zwischen ER-Stress, UPR und DDR.

In welcher Form sich eingeschrankte DNA-Reparatur-Kapazitaten auf die intestinale Epithel-
regeneration im Rnaseh2b/Xbp12t¢-Modell auswirken, wird in den folgenden beiden Kapiteln

naher beleuchtet.

4.1.2 Bei chronischen DNA-Schaden steigert Xbp1-Verlust epithelialen Zelltod

Angesichts genomischer Integritatsverletzungen stehen der Zelle verschiedene Optionen zur
Verfligung, um Tumorentwicklungen vorzubeugen: Wahrend geringere DNA-Beschadigungen
nach Zellzyklusarrest repariert werden kénnen, fihren schwere, unbehebbare genomische
Schaden durch p53-mediierte Seneszenz- oder Zelltodinduktion zur Elimination der
betroffenen Zelle [270].

Weil DNA-ReparaturmaRnahmen im Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Modell keine ausreichende
Schadensbehebung zu erzielen vermogen, wird im Folgenden diskutiert, wie sich Xbp1-Verlust
bei chronischer genomischer Beschadigung auf die Einleitung von Zelluntergang und
Seneszenz auswirkt. Welches der beiden Zellschicksale bevorzugt initiiert wird, hangt von
verschiedenen Faktoren ab, zu denen neben posttranslationalen p53-Phosphorylierungen
auch Veranderungen der Promotorselektivitdt des Proteins zahlen [270, 271]. Sollte die Zelle
sterben, kann dies lber eine Vielzahl von Zelltodvarianten vollzogen werden, deren jeweilige
Einleitung ebenfalls von unterschiedlichsten Variablen beeinflusst wird [270]. In Anbetracht
der Fllle potenziell ablaufender Vorgange lasst ein initial durchgeflihrter MTS-Assay daher
lediglich darauf schlieRen, dass Xbpl-Verlust eine generelle Viabilitdtsreduktion AraC-
stimulierter ModeK-Zellen nach sich zieht (Abb. 3 - 3.2). Um eine rein spekulative
Vorgehensweise zu vermeiden, wird sich auf die Betrachtung der drei Hauptzelltodgruppen

Apoptose, autophagischer Zelltod und Nekrose beschrankt [272].

Nach Konsultierung des Rnaseh2b™t¢-Beispiels wird der experimentelle Schwerpunkt auf die
Betrachtung p53-vermittelter Apoptose gelegt [169]. Zur spezifischen Messung des Apop-
toseausmaBRes werden diverse, auf der Detektion definierter morphologischer Apop-

tosecharakteristika beruhende Verfahren herangezogen [273]: Die Proteinlysate AraC-be-

102



handelter iXbpl ModeK-Zellen weisen gegeniiber Wildtyp-Zellen elevierte PARP-Level auf
(Abb. 3 - 3.1); bei DNA-Schaden-Induktion demonstrieren sowohl Xbp1-defiziente ModeK-
Zellen als auch Xbpl1*t-Organoide eine im Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Anzahl
Annexin*-Zellen (Abb. 3 - 3.3); und auch in-vivo fiihrt Xbp1-Verlust zu einer Zunahme TUNEL*-
Zellen im Dinndarm von Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Mausen (Abb. 3 - 10, 3 - 17). Obwohl Xbp1-
Deletion die Transkriptionsaktivitat von p53 bei DNA-Beschadigungen vermindert, scheint der
Tumorsuppressor dennoch eine robuste Apoptoseeinleitung gewahrleisten zu kénnen.

Fir dieses Paradoxon bieten sich mehrere Erklarungsansatze: Zum einen kdnnte es sein, dass
die beobachtete Apoptose zwar p53-verschuldet ist, aber statt auf klassische Art und Weise
vielmehr als akzidentelles Nebenprodukt veranderter p53-Expressionsregulierung auftritt;
zweitens liegt moglicherweise nur eine partielle p53-Transkriptionsinsuffizienz vor, die eine
spezifische Dysfunktionalitat ausgewahlter Signalwege nach sich zieht, wahrend andere p53-
gesteuerte Prozesse keine Beeintrachtigung erfahren; drittens ist die vorliegende Form der
Apoptose womaoglich extrinsischer, autophagischer oder ER-Stress-induzierter - und somit
p53-unabhéangiger Natur; und zu guter Letzt kdnnte es sich bei der beobachteten Zelltodform
in Wirklichkeit um Nekroptose handeln, welche ebenfalls durch DNA-Schaden hervorrufbar ist
und leicht als Apoptose fehlinterpretiert wird [274]. Im Folgenden sollen alle vier

Erklarungsgesuche diskutiert werden.

Obwohl bei einer globalen p53-Transkriptionsinsuffizienz zu erwarten waére, dass auch
apoptotische Signalwege vermindert aktiviert werden, spricht fir erstgenannte Hypothese,
dass gerade eine mangelnde Induktion kanonischer p53-Zielgene ungewollt die Einleitung von
Apoptose bedingen kann. So ziehen erniedrigte Spiegel der Uberlebens-férdernden Gene
Ccngl und Sesn2 pro-apoptotische Effekte nach sich [275-277]. Zudem sei an dieser Stelle
erneut darauf verwiesen, dass ER-Stress im Kontext von DNA-Schaden eine p53-vermittelte,
hier ebenfalls nachgewiesene Supprimierung von p21 bewirken kann, welche in einer
Reduktion der Apoptoseschwelle resultiert (nicht gezeigt) [257].

Auch fur den zweiten Erklarungsansatz lassen sich in der Literatur beflirwortende Argumente
finden: Wie bereits erwahnt, unterliegt die Regulation von p53 verschiedensten Variablen.
Abhdngig vom auslosenden Stimulus, vorherrschenden Bedingungen, Kofaktoren und
Chromatinverdanderungen werden posttranslationale Modifizierungen, Promotoraffinitdaten

und Signalcharakter des Tumorsuppressors derart koordiniert, dass die Transkriptionsaktivitat
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des Tumorsuppressors an die vorherrschenden Bedingungen angepasst wird [278, 279].
Darlber hinaus zeigt sich in p53-mutierten Mausmodellen interessanterweise kein
kompletter, sondern nur ein partieller Funktionsverlust p53-gesteuerter Signalwege [280,
281]. Obwohl die siRNA-vermittelte p53-Eliminierung im MTS-Assay zu gesteigerter
Zellviabilitat AraC-stimulierter ModeK-Zellen fiihrt, ldsst sich diese zweite Hypothese nur
unzureichend mit weiteren Daten untermauern (nicht gezeigt): So pradsentieren sich die
Transkriptionsraten samtlicher p53-regulierter Gene, das pro-apoptotische wirkende Bax
eingeschlossen, einheitlich als vermindert, und auch die GO-Term-Analysen offenbaren eine
Herabregulierung , apoptotischer Signalwege” im Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modell (nicht gezeigt).
Letzteres lieRe sich unter der Annahme, dass die beobachte Apoptose als ungewolltes
Nebenprodukt entsteht, mit der ersten Hypothese noch vereinen; der zweite Erklarungsansatz
wird hierdurch allerdings mit einem starken Gegenargument konfrontiert. Bevor also eine
umfassende Analyse des p53-Proteinstatus sowie eine differenzierte Begutachtung
transkriptioneller Aktivitaten nicht erfolgt ist, kann weder Uber p53 noch Uber die
Funktonalitat nachgeschalteter Effektoren eine fundierte Aussage getroffen werden.

Die dritte Erklarungsoption wird durch die Tatsache gestitzt, dass nicht zu behebender ER-
Stress zur Einleitung einer als ,terminale UPR” bezeichneten Form der Apoptose fiihrt, an
deren Ausfiihrung vielfaltigste ER-Stress-Mediatoren beteiligt sind [282]. Spezifischer finden
sich Arbeiten, in denen eine Verstarkung apoptotischer Prozesse bei Xbpl-Inhibierung
beschrieben wird [283-285]. Die zur Evaluierung dieser Hypothese zur Verfligung stehende
Datenmenge ist jedoch Uberschaubar. Gleichermalien gestaltet sich die Betrachtung
extrinsischer Apoptose, welche durch Ligandenbindung an TNF-Rezeptoren initiiert wird,
aufgrund variabler TNF-a-Expressionsdaten als schwierig, und auch die Maoglichkeit
autophagischer Zelltodeinleitung wird vorerst verworfen, weil experimentell nur eine
moderate Autophagieinduktion feststellbar ist (nicht gezeigt). Obwohl die Herabregulierung
»apoptotischer Signalwege” im Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modell im Grunde ebenfalls dieser dritten
Hypothese widerspricht, gilt es, sie bis zu ihrer Widerlegung im Hinterkopf zu behalten.
Sollte es sich bei der beobachteten Zelltodinduktion tatsachlich nicht um Apoptose handeln,
liegt am ehesten nekroptotischer Zelltod vor, der sowohl durch ER-Stress als auch durch DNA-
Beschadigungen initiiert werden kann [144, 286]. Beide Zelluntergangsformen stellen eigene
Entitdten dar, dennoch werden in Bezug auf auslosende Faktoren, aktivierte Signalwege oder

verfiigbare Marker vielzihlige Uberschneidungen beschrieben [274]. So sind auch die hier
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verwendeten Zelltod-Detektionsverfahren letztendlich nicht rein Apoptose-spezifisch: In
Stimulationskinetiken AraC-behandelter iXbpl-Zellen ldsst sich im FACS-Assay eine
Subpopulation nekrotischer Zellen nachweisen (nicht gezeigt) [287]; als Nebenbefund der
gesteigerten PARP-Spaltung in AraC-behandelten, Xbp1-defizienten ModeK-Zellen wird ein
bei nekroptotischen Prozessen auftretendes Proteinfragment detektierbar [288]; und zur
definitiven Feststellung von Apoptose bedarf es einer vervollstandigenden immun-
histochemischen Farbung gegen Caspase 3, die bestatigt, dass es sich bei TUNEL*- gleichzeitig
um Caspase™-Zellen handelt [289]. Letztere Farbung ist aufgrund unspezifischer Anti-
korperbindungen allerdings unverwertbar, und ebenso verbleibt der Nachweis von
Nekroptose-Markern wie MLKL (mixed lineage kinase domain-like) mittels Western Blot
erfolglos (nicht gezeigt). Zwecks Diskriminierung beider Zelltodformen durchgefiihrte FACS-
Experimente, in denen AraC-stimulierte ModeK-Zellen entweder mit dem Apoptose-Inhibitor
ZVAD oder dem Nekroptose-Inhibitor Necrostatin behandelt werden, fiihren zu einer jeweils
dquivalenten Reduktion toter Zellen, die auf eine simultane Aktivierung beider
Untergangsvarianten hindeutet (nicht gezeigt) [290, 291]. In der Literatur wird diese vierte
Erklarungsmoglichkeit insofern unterstiitzt, dass DNA-geschadigte Zellen bei ER-Stress-
Einleitung eine Supprimierung von p53 erfahren kénnen, welche die Induktion von Apoptose
verhindert [292]. Dies widerspricht zwar den Grundsatzen der terminalen UPR, wiirde aber zu

den Ergebnissen der GO Term-Analysen passen.

Bis hierhin ist die Option, dass ein gewisser Teil der IEC in das Stadium der Seneszenz libergeht,
unbericksichtigt geblieben. Zwar ist die dafiir notwendige Induktion von p21 nicht zu
verzeichnen, zwecks umfassenderer Analyse ware die Bestimmung weiterer Seneszenzmarker
jedoch von Noten [279]. Auch hierbei ergeben sich bei der Umsetzung Probleme: Eine R-
Glucosidase-Farbung AraC-stimulierter ModeK-Zellen ldsst keine Quantifizierung des
Farbeerfolges zu, und die niedrigen Expressionsspiegel von p16, IL-6 und IL-8 entziehen sich

der Nachweisbarkeit mittels gRT-PCR-Analyse [293, 294].

Obwohl fir eine definitive Charakterisierung der induzierten Zelltodform mehrere Analysen
ausstehend verbleiben, ist vorerst festzuhalten, dass Xbpl-Verlust bei chronischer geno-
mischer Integritatsverletzung zu gesteigerter Zelltodeinleitung fiihrt. Am ehesten liegt dabei

eine Kombination aus Apoptose und Nekroptose vor; inwiefern p53 daran beteiligt ist, bliebt
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zu erortern. Ebenso gilt es herauszufinden, ob es sich um einen protektiven Mechanismus
handelt, der mangelnde DDR-Kapazitdten zu kompensieren gesucht, oder ob der vermehrte

Zelluntergang einer akzidentellen Aktivierung von Eliminierungsprogrammen geschuldet ist.

4.1.3 XBP1 reguliert epitheliale Proliferation und Differenzierung im Kontext permanenter
DNA-Beschadigungen

Da hohe Zellteilungsraten das Risiko fir die Entstehung von Mutationen potenzieren, kommt
einer funktionierenden DNA-Reparaturmaschinerie insbesondere in sich regenerierenden,
stark proliferierenden Geweben eine essenzielle Bedeutung zu [62, 153]. Die Registrierung
insuffizienter DDR-MaRnahmen im Rnaseh2b/Xbp12't“-Modell legt somit die Vermutung nahe,
dass Xbpl-Verlust angesichts persistierender DNA-Beschadigungen unkontrollierte Pro-

liferationsereignisse nach sich zieht.

Intestinale Zellteilungsraten werden unter Anwendung verschiedener Verfahren evaluiert: Die
erhdhte Anzahl von Xbp12't¢- und Rnaseh2b/Xbp12t¢-Organoiden im colon formation assay
impliziert, dass Xbp1-Defizienz das Wachstumspotenzial intestinaler Miniddarme steigert (Abb.
3 -4 A, C). Dabei fiihrt das Gen vor allem im Kontext chronischer genomischer Instabilitat
(Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modell) zu einer zusatzlichen GréRenzunahme der Organoide (Abb. 3 - 4
B, C). Einhergehend damit wird eine vermehrte Anzahl Ki67*- und BrdU*-Zellen im Diinndarm
von Rnaseh2b/Xbp12tc-Mausen verzeichnet, welche als histologisches Korrelat der
Dinndarm-verlangerung jener Tiere angesehen wird (Abb. 3 - 11, 3 - 18). Hinweise darauf,
dass dem beobachteten Hyperproliferationsphanotyp unkontrollierte Zellteilungen zugrunde
liegen, lassen sich aus den GO Term und KEGG-Signalweganalysen ableiten, in denen sich die
Prozesse der Zellteilungs- und -zykluskontrolle in Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Organoiden als alleinig
herabreguliert darstellen (Abb. 3 - 24 C, D). Auch die mehrfach erwahnte Transkriptionsin-
suffizienz von p53 vermag, zu einem dysregulierten Zellzyklus beizutragen (Abb. 3 -5, 3 - 12,
3 - 19) [257]. Diese Vorgange kulminieren in der Entwicklung makroskopischer Dinn-

darmtumore (Abb. 3-21 A, B).

Den fiir die observierte Proliferationssteigerung verantwortlichen Zelltypus stellen dabei am
ehesten ISC dar. Dafiir gibt es mehrere Anhaltspunkte: Wahrend die basalen Krypten von

Rnaseh2b™t¢-M3&usen von einer Stammzelldepletion gepragt sind, weist die gleiche Region im
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Rnaseh2b/Xbp1*Ec-Diinndarm eine Vielzahl Ki67*- und BrdU*-Zellen auf (Abb. 3 - 11, 3 - 18).
Eine zwischen basaler Krypte und TA Zone differenzierende BrdU-Auszdhlung bestatigt, dass
die erhdhte Gesamtzahl proliferierender Zellen im Rnaseh2b/Xbp1®tc-Diinndarm in erster
Linie auf die Zunahme BrdU*-Zellen in der basalen Krypte zurickzufiihren ist (Abb.3-11E, F).
Darliber hinaus stellen sich die intestinalen Differenzierungsindikatoren Muc2 (mucin 2), Chga
(chromogranin A), Defa5 (defensin alpha 5) und Defb1 (defensin beta 1) in gRT-PCR-Analysen
samtlicher Modelle als herabreguliert dar (nicht gezeigt). Zu diesen Befunden passt sowohl
das spheroide Wachstumsverhalten von Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Organoiden als auch eine
wissenschaftliche Studie, die Lgr5*-Stammzellen als CRC-Ursprung enttarnt [87]. Da ISC zur
Ausbildung einer geeigneten Stammzellnische auf Panethzellen angewiesen sind, kénnte ein
vermehrter ISC-Umsatz zudem einen Erklarungsansatz flir das histologisch und elektronen-
mikroskopisch belegte Wiederauftauchen von Panethzellen im Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Darm bie-
ten [140] (Abb. 3 - 14.1, 3 - 14.2). Interessanterweise berichtet eine weitere Arbeitsgruppe,
dass letztgenannte Zellen durch Differenzierungsverlust und anschlieBende Annahme von
Stammazelleigenschaften sogar selbst zur Auffiillung des ISC-Pools in der Lage sind [295].
Obwohl die Datenlage suggeriert, dass ISC die Quelle der gesteigerten Proliferationsraten
darstellen, bleibt zu beachten, dass auch die Gruppe der hochproliferativen, transient
Stammzellmarker exprimierenden TA-Zellen an der Steigerung von Zellteilungsraten im
Rnaseh2b/Xbp1*'c-Darm beteiligt sein kénnte [296]. Diese Hypothese wiirde erklaren, warum
gerade die Expressionsdaten der Stammzellindikatoren Lgr5 und OIfm4 (olfactomedin 4) je
nach herangezogenem experimentellem Modell einer hohen Variabilitdt unterliegen (nicht
gezeigt / Abb. 3 - 24 B). Um die dem Hyperproliferationsphanotyp zugrunde liegenden Zellart
eindeutig zu identifizieren, ware beispielsweise eine Verkreuzung der Rnaseh2b/Xbp12't¢-
Tiere mit Lgr5-Reportermausen sinnig.

Die vervollstandigende Konsultierung von Literaturdatenbanken offenbart, dass ER-Stress-
Mediatoren wie GRP78 (Hspa5, heat shock protein 5), PERK und CHOP zwecks
Homoostaseerhalt proliferationsfordernd wirken [297-299]. Insbesondere die IRE1a / XBP1-
Achse ist aufgrund Zellteilungs-koordinierender Cyclin-Regulation, JNK-Aktivierung oder
Modulierung von IL-6 / STAT3-Signalwegen in die Pathogenese vieler Tumorentitdten in-
volviert [183, 184, 254, 300-304]. Mehrere Autoren schreiben Xbpl zudem einen Diff-
erenzierungs-induzierenden Effekt zu, dessen Verlust bei intestinaler Xbpl-Deletion eine

Panethzelldepletion sowie eine libermaBig aktivierte Stammzellteilung nach sich zieht [183,
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304-307]. Diese Beobachtungen implizieren eine zentrale Stellung der UPR in der rheostat-
ischen Koordination zellularer Proliferation, welche vornehmlich im Kontext ER-Stress-indu-
zierter ROS-Produktion und insuffizienter DNA-Reparatur vor Entartung schitzt [184, 304].

Als Arbeitshypothese wird daher an dieser Stelle festgehalten, dass XBP1l angesichts
genomischer Integritatsverletzung durch Regulierung von Stammproliferation und -schicksal
der Aufrechterhaltung intestinaler Homoostase dient. Der zugrundeliegende molekulare

Mechanismus wird im Folgenden naher erlautert.

Im Rnaseh2b™t-Modell schitzt p53 mittels Apoptoseeinleitung und Stammzellarrest vor
Entartung, wihrend Rnaseh2b/p53*tC-Diinndarme von einem hyperproliferativen Phinotyp
gepragt sind, der die Bildung intestinaler Tumoren nach sich zieht [169]. Da ein vergleichbares,
Tumor-begriindendes Zellteilungsmuster im Kontext transkriptioneller p53-Insuffizienz in
Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Tieren beobachtet wird, ist anzunehmen, dass p53 in allen drei Modellen
eine zentrale Position in der Zellteilungskontrolle zukommt (Abb. 3 - 23).

Zwecks Entschlisselung des zugehoérigen molekularen Proliferationsmechanismus wird unter
Zuhilfenahme von Organoid-Sequenzierungsdaten nach Genen gesucht, die im Rnaseh2b?'eC-
Modell p53-abhangig verstarkt induziert werden, sich im Transkriptom der anderen beiden
Genotypen hingegen als supprimiert darstellen. Die DEG-Auswertungen offenbaren, dass die
Transkripte von Ano3, Ddit4l, Fam212b und Mcam dem gesuchten Expressionsschema am
ehesten entsprechen (Abb. 3 - 24 A, Rohdaten nicht gezeigt). Weiterfihrende qRT-PCR-
Analysen schreiben dem Gen Ddit4l die konsistenteste, in samtlichen der hier genutzten
Modelle reproduzierbare Expressionsregulation zu (Abb. 3 - 25.1, 3 - 25.2, 3 - 25.3). Auch im
Hinblick auf zellulare Funktionen weist DDITAL ein Profil auf, das sowohl den Kriterien einer
Proliferationseinschrankung im Rnaseh2b®'t-Modell als auch einer Umkehr dieses Schutz-
mechanismus bei zusatzlicher p53- oder Xbp1-Defizienz gerecht wird: Hohe Ddit4/-Spiegel im
Rnaseh2b®t¢-Darm fiihren durch Inhibition des zentralen Stoffwechselkoordinators mTOR zur
regulierten Anpassung von ZellgroRe und -teilung, wahrend Ddit4l-Defizienz in
Rnaseh2b/Xbp1®t¢- und Rnaseh2b/p53“C-Tieren durch mTOR-Uberaktivierung unkon-
trollierte, Tumor-initilerende Proliferationsereignisse nach sich zieht (Abb. 3 - 26) [233, 240,
241, 308]. Zwar waére eine vervollstandigende DDIT4L-Proteinbestimmung mittels Western
Blot sinnvoll, angesichts geringer Exprimierungslevel wird das Heranziehen von Gen-

expressionsdaten allerdings fiir ausreichend erklart [234].
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Die Literaturrecherche bekraftigt diese Theorie: So wird berichtet, dass Ddit4/ sowie das
homologe Ddit4 zwar bei DNA-Schaden und ER-Stress hochreguliert werden, andererseits
aber auch der Transkriptionskontrolle von p53 unterliegen, weshalb beide Gene trotz
genomischer Beschadigung bei insuffizienter p53-mediierter Induktion eine unzureichende
Aktivierung erfahren [234, 309-312].

Obwohl es im Rahmen dieser Arbeit nicht sicher gelingt, die Spiegel des DDIT4L
nachgeschalteten Stoffwechselkoordinators mTOR im Western Blot nachzuweisen, kann der
Aktivierungsstatus des Enzyms indirekt aus den Phosphorylierungsleveln der nachge-
schalteten Proteine 4E-BP1 und S6 abgeleitet werden. Der aufgestellten Hypothese zutraglich
liegt 4E-BP1 bei alleiniger DNA-Beschadigung in dephosphorylierter Form vor, wahrend
hinzukommende Xbpl-Defizienz durch p53-verschuldet unterbleibende Ddit4/-Induktion zu
einer verstarkten 4E-BP1-Phosphorylierung fiihrt (Abb. 3 -25.4,3-27.1,3-27.2,3-28.1,3 -
28.2). Diese p53-abhdngige, (ber mTOR vollzogene Regulierung des 4E-BP1-/S6-
Phosphorylierungsstatus wird auch von anderen Wissenschaftlern beschrieben [311, 313].
Zwar verbleiben molekulare Interaktionen zwischen p53 und mTOR in den einschlagigen
Studien un-kommentiert, die im Rahmen dieser Arbeit herausgearbeitete Rolle von DDIT4L
bietet sich allerdings an, die offenstehende Signalweg-Licke zu schlielRen.

Aktuellen Publikationen ist weiterhin zu entnehmen, dass sowohl DDIT4L als auch mTOR an
der Regulierung intestinaler Differenzierung beteiligt sind. Einhergehend mit der Beob-
achtung, dass Xbpl-Defizienz bei DNA-Beschadigung eine Reduktion differenzierter
Darmepithelzellen nach sich zieht, bedingt mTOR-Aktivierung einen vergleichbaren, mit
erhaltender Stammzellférderung einhergehenden Differenzierungsverlust (nicht gezeigt)
[314-316]. Selbiger Effekt ist auch bei DDIT4-mediierter mTOR-Disinhibition sowie bei Infunk-
tionalitdt von p53 nachweisbar [317-319]. Wie sich trotz der ubiquitdaren Differ-
enzierungsabschwichung das Wiederauftauchen von Panethzellen im Rnaseh2b/Xbp12t¢-
Darm erklaren lasst und welche Interaktionen zu ISC bestehen, kann im Rahmen dieser Arbeit
leider nicht ndher beleuchtet werden. Eine in der Literatur beschriebene, auf mTOR-Inhibition
beruhende Antreibung der ISC-Proliferation durch Panethzellen lasst sich mit den hier

erhobenen Daten zumindest nicht in Einklang bringen [203].

Ob der hier herausgearbeitete DDIT4L / mTOR-Signalweg alleinig fur den im

Rnaseh2b/Xbp1*'¥c-Modell observierten, von verringerter intestinaler Differenzierung ge-
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pragten Hyperproliferationsgeschehen verantwortlich ist, wird unter Einbezug des
Rnaseh2b/Xbp1*'t-inhdrenten Karzinogenesephdnotyps an spéaterer Stelle ausfiihrlicher
besprochen. Erste Hinweise darauf, dass es sich bei diesem Mechanismus tatsachlich um den
zugrundeliegenden Proliferationsantreiber handelt, liefern sowohl der colony formation assay
als auch der Rapamycin-Tierversuch, in dem sich die Anzahl von Rnaseh2b/Xbp1®'t¢-
Organoiden beziehungsweise die Menge BrdU*-Zellen im Rnaseh2b/Xbp1*t“-Darm durch
Rapamycin-Behandlung auf das Teilungsniveau von Rnaseh2b'®¢-Organoiden reduzieren l4sst
(Abb. 3 - 30.3). In jedem Fall muss im Hinterkopf behalten werden, dass gesteigerte
Proliferationsraten im Rnaseh2b/Xbp1*'€-Modell auch anderen Treiberprozessen geschuldet
sein konnten. Zu diesen gehort beispielsweise der oben erwahnte, in mehreren Xbpl-
defizienten Modellen als tiberaktiviert beschriebene IL-6 / STAT3-Signalweg. Zwar sind IL-6-
und STAT3-Level bisher in den verwendeten Setups nicht zu detektieren gewesen;
umfangreichere Analysen verbleiben aber zwecks Ausschlusses einer Relevanz der IL-6 /
STAT3-Achse ausstehend. Darliber hinaus ist auch eine Beteiligung des STING / IFN-I-Weges
oder des via WNT Stammzell-férdernden Sequenzierungs-Zielgen Mcam an der Entstehung

vermehrter Epithelproliferation denkbar [320, 321].

Auf Basis der Erkenntnisse dieses Absatzes wird geschlussfolgert, dass XBP1 angesichts
genomischer Integritdtsverletzung den intestinalen Homoostaseerhalt koordiniert, indem
durch p53-vermittelte DDIT4L-Aktivierung das Schliisselenzym mTOR inhibiert wird. Hierdurch
wird sowohl eine Anpassung der epithelialen Proliferation an den aktuellen Bedarf als auch

eine adaquate Differenzierung des Darmepithels gewahrleistet.

4.1.4 Bei persistierenden Genomverletzungen beeintrachtigt Xbp1-Mangel autophagische
Prozesse

ER-Stress und DNA-Beschadigungen fithren unter physiologischen Umstéanden gleichermalien
zur Einleitung von Autophagie [322, 323]. Daher wird angenommen, dass die Koinzidenz
beider Konditionen eine Potenzierung autophagischer Kapazitdten nach sich zieht. Dennoch
lasst sich in qRT-PCR-Analysen AraC-behandelter iXbp1-Zellen nur eine moderate Expres-
sionserhohung von Autophagiegenen registrieren; vielmehr stellt sich der GO Term-Prozess
der ,positiven Regulierung von Makroautophagie” in Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Organoiden als

herabreguliert dar, und auch die Begutachtung weiterer Autophagiemarker liefert keine
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Hinweise auf eine Aktivierung autophagischer Mechanismen (Abb. 3 - 7; nicht gezeigt).
Angesichts vielfaltigster Interaktionen zwischen ER-Stress, UPR, DDR und Autophagie kommen
fur diese Unstimmigkeit verschiedenste Erklarungsansatze in Frage; am ehesten ist jedoch
davon auszugehen, dass die mangelnde Autophagieinduktion im Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Modell

der p53-/ DDIT4L-vollzogenen mTOR-Aktivierung geschuldet ist [322-325].

4.1.5 Durch Beeintrachtigung der Xbpl-stabilisierten intestinalen Abwehrbarriere wird
DNA-Schaden-induzierte Entziindung aggraviert

Da ER-Stress, DNA-Schaden und Entziindungsprozesse sich gegenseitig sowohl bedingen als
auch verstarken, wird die Hypothese aufgestellt, dass Xbpl-Verlust bei unbehobener
genomischer Verletzung zu einer Steigerung intestinaler Entziindungsaktivitat fihrt [94, 169,
246, 321]. Diese Theorie wird zunachst unter basalen Umstdnden beleuchtet, bevor die
Untersuchung auf drei unabhangig voneinander durchgefiihrten DSS-Colitiden ausgeweitet
wird. Da sich der hier herausgearbeitete Rnaseh2b/Xbp1“t¢-Phinotyp unter basalen
Bedingungen besonders eindricklich in den gealterten Mausen prasentiert, wird der
Analyseschwerpunkt unter basalen Bedingungen auf diese Versuchsgruppe gelegt.

Erste Hinweise auf ausgepragtere Entziindungsgeschehen liefern makroskopische
Datenerhebungen, in denen Rnaseh2b/Xbp1*tc-Miuse gegeniiber den Kontrollgruppen eine
stiarkere Gewichtsabnahme, im Rahmen der Colitiden zudem eine signifikante
Dickdarmverkirzung aufweisen (Abb. 3 - 8.1 B, 3 - 15.1, 3 - 15.2). Damit einhergehend lasst
sich im Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modell im Vergleich zu Rnaseh2b™tC-Tieren eine erhéhte Anzahl
YH2Ax*- und TUNEL*-Zellen registrieren (Abb. 3 - 9, 3 - 10, 3 - 16, 3 - 17). Obwohl die
resultierenden Epitheldefekte mithilfe gesteigerter Zellteilungen zu decken versucht werden,
verbleiben Regenera-tionsversuche im Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Darm nicht zuletzt aufgrund des
vorherrschenden Differenzierungsverlustes im Hinblick auf den Allgemeinzustand der Tiere
unzureichend (Abb. 3 - 11, 3 - 18) [315, 316]. Leider sind die Level von TNF-a oder anderen
proinflammatorischen Zytokinen zu niedrig, um mittels gRT-PCR-Analyse bestimmt werden zu
kénnen. Einen weiteren Anhaltspunkt flr das Entziindungsausmald bietet stattdessen die in
Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Tieren reduzierte STING / IFN-I-Signatur, welche ebenso wie eine
UberschieBende STING-Antwort mit verstarkter Colitisschwere assoziiert ist (Abb. 3-13, 3 - 20)
[326]; und auch der GO Term der ,negativen Regulierung angeborener Immunantworten”

stellt sich in Rnaseh2b/Xbp12't¢-Organoiden als heraufreguliert dar (nicht gezeigt). Am zuver-
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lassigsten wird das Ausmal} intestinaler Entziindung jedoch durch HE Scores bewertet: Zu den
bisherigen Erkenntnissen passend ist im akuten DSS-Versuch im Vergleich zu Rnaseh2b™E¢-
Tieren eine Entziindungsaggravation im Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Modell zu verzeichnen (Abb. 3 -
8.2, 3 - 15.3). Dass sich dieser Effekt lediglich in der akuten DSS-Colitis als signifikant darstellt,
mag daran liegen, dass sich in diesem kiirzeren Experiment kein potenziell regenera-
tionsfordernder Anstieg von Zellteilungskapazitaten zwischen den beiden Versuchslinien
detektieren ldsst, wahrend Rnaseh2b/Xbp1~'5-M3use sowohl unter basalen Bedingungen als
auch im chronischen DSS-Modell eine deutliche Augmentation intestinaler Proliferation
gegeniber den Rnaseh2b™t¢-Darmgeweben aufweisen (Abb. 3 -8.2,3-15.3, 3 - 18).

Weiterhin ist die Frage, ob die auf mikroskopischer Ebene als solche identifizierten Paneth-
zellen im Rnaseh2b/Xbp1®'(¢-Darm tatsachlich funktionell sind und antimikrobielle Stoffe
sezernieren, insbesondere im Hinblick auf ihre etwaige Beteiligung an der intestinalen
Immunantwort von Relevanz. Da bislang zur Beleuchtung dieses Sachverhaltes lediglich Daten
vorliegen, die eine reduzierte Panethzellmarkerexpression im Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Modell und
somit eine Infunktionalitat jener Zellen implizieren (Abb. 3 - 14.1, 3 - 14.2 / nicht gezeigt), sind
zur vollstandigen Abklarung weitere Analysen heranzuziehen. An dieser Stelle soll zudem
darauf verwiesen werden, dass auch Mikroben, Bindegewebs- und Immunzellen auf
verschiedenste Weise zur Regulierung von Darmhomoostase, CED-Pathogenese und CAC-
Entstehung beitragen. So vermdégen diese Mediatoren beispielsweise, das Stammzellschicksal
Uiber WNT-Signale zu beeinflussen [135, 327-332]. Die Tatsache, dass in-vitro und in-vivo-
Experimente deckungsgleiche Ergebnisse produzieren, spricht vorerst gegen eine
unmittelbare Beteiligung der genannten Effektoren; dennoch wird ihre potenzielle

Involvierung bei der Hypothesenaufstellung und -abklarung stets berlcksichtigt.

Zusammenfassend sollen die ersten beiden der eingangs formulierten Fragestellungen
beantwortet werden: Wird XBP1 bei persistierenden DNA-Beschadigungen fiir die
Gewabhrleistung effizienter Epithelregeneration bendtigt, und welche Implikationen ergeben

sich daraus fir die Resolution DSS-induzierter Entziindung im Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Modell?

Da Xbp1 mittels transkriptioneller p53-Kontrolle an der Regulierung epithelialer DDR-Prozesse
beteiligt ist, zieht ein Verlust des Genes verstarkte DNA-Schaden nach sich. Unkontrollierte

Regenerationsmechanismen vermogen zwar, einen Teil der beschadigten Zellen durch
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UbermaRige Zelltodinduktion zu eliminieren, entstehende Mukosadefekte kénnen durch
mTOR-abhangig hyperproliferierende, dedifferenzierte Epithelzellen jedoch nicht gedeckt
werden. Ferner werden die gleichgewichtserhaltenden MaRnahmen der Autophagie und
STING / IFN-Antwort nur vermindert aktiviert. Angesichts der beeintrachtigten Integration
epithelialer Homdostasemechanismen verliert die intestinale Abwehrbarriere an Effektivitat:
Rnaseh2b/Xbp1*'tC-Tiere sind von einem verstirkten Gewichtsverlust gepragt, und
insbesondere im Kontext DSS-induzierter Colitiden spiegelt sich die gesteigerte
Inflammationsaktivitdt in Form verkirzter Dickdarme und erhéhter HE Scores wider. Jene
Darmentziindungen legen den Grundstein fir die im Folgenden diskutierte Entwicklung von

Tumoren im Rnaseh2b/Xbp1*'¥-Dinndarm.

4.2 Angesichts persistierender DNA-Schaden-induzierter Entziindung agiert XBP1 als
Tumorsuppressor

Tumoren entstehen auf dem Boden genomischer Beschddigungen. Die mutierten, de-
differenzierten Zellen vermdgen, protektiven Kontrollinstanzen zu entgehen und das
Tumorwachstum durch unkontrollierte Proliferation voranzutreiben [68]. Den Ausgangspunkt
von Neoplasien stellen daher nicht selten chronische Entziindungsprozesse dar, im Rahmen
derer das Zusammenspiel von Proliferation, Zelltod und Differenzierung aus dem

Gleichgewicht gerat und ROS zur Entwicklung von DNA-Beschadigungen beitragen [97].

4.2.1 Bei unbehobenen DNA-Beschadigungen unterbindet XBP1 tumorigene Prozesse durch
p53-vermittelte mTOR-Kontrolle

W3ihrend Rnaseh2b™t¢-M3use dank p53-mediiertem Stammzellarrest und Zelltod vor
Tumorausbildungen geschiitzt sind, entwickeln Rnaseh2b/Xbp1™t‘-Tiere spontane, histo-
pathologisch als ,invasive Karzinome” klassifizierte, intestinale Neoplasien, die vornehmlich
im Diinndarm lokalisiert sind (Abb. 3 - 21 A, B). Die Ubertragbarkeit der Befunde auf humane
kolorektale Karzinogenese wird somit zwar eingeschrankt, doch unter Bericksichtigung
artspezifischer Unterschiede zwischen Maus und Mensch sowie in Anbetracht der Tatsache,
dass sich der durch Xbp1-Defizienz verursachte, klinisch-pathologische Phinotyp der Xbp12'EC-
und Rnaseh2b/Xbp1*tC-Tiere ebenfalls primdr im Diunndarm manifestiert, kénnen die
erhobenen Daten durchaus fiir die Erforschung humaner CRC-Entstehung verwendet werden.

Obwohl die Schutzfunktion der Apoptoseeinleitung im Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modell erhalten
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bleibt, ist anzunehmen, dass onkogene Prozesse im Rnaseh2b/Xbp1*tc-Darm durch die
vorherrschende Kombination aus DDR-Beeintrachtigung, Entziindung, Dedifferenzierung und
Hyperproliferation initiiert werden. Das molekulare Korrelat des tumorigenen
Treibermechanismus stellt dabei am ehesten der dysregulierte p53 / DDIT4L / mTOR-
Signalweg dar, dessen Ingangsetzung durch konstitutive mTOR-Uberaktivierung in
potenzierter ZellgroRe und -teilung resultiert. An dieser Stelle wirft sich erneut die Frage nach
dem proliferations- und somit tumorinitiierenden Zelltypus auf: Die Hochregulierung von
Stammzell-férdernden WNT-Zielgenen im Tumorgewebe von Rnaseh2b/Xbp1®'tc-M&usen
impliziert eine ISC-gesteuerte Tumorigenese (Abb. 3 - 22); Uberraschenderweise werden
dieselben WNT-Zielgene im ,gesunden” Rnaseh2b/Xbp1®'t‘-Darm allerdings schwéicher
induziert, als es im Stammzell-supprimierten Rnaseh2b™t‘-Gewebe der Fall ist. Diese
Unstimmigkeit lieBe sich durch die Hypothese nachvollziehen, dass WNT-Signalwege im
»gesunden” Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Phinotyp noch kontrolliert ablaufen, wihrend der Prozess
der Rnaseh2b/Xbp1*tc-Tumorigenese von einer unregulierten WNT-Aktivierung gepragt ist.
Auf diese Weise kdnnte ebenfalls erklart werden, warum neu ausgesite Rnaseh2b/Xbp1~'EC-
Organoide zunachst Krypt-Villus-Strukturen ausbilden, wahrend sich mit zunehmender
Passageanzahl ein spheroides Wachstumsverhalten durchsetzt, welches laut Literatur auf
ubiquitar statt fokal einwirkende WNT-Signale zurlickzufiihren ist (Abb. 3 - 4) [129]. Obwohl
die zur Verfligung stehenden Methoden derzeit keinen weiteren Aufschluss gebieten, wird der
aufgestellte Erklarungsansatz weiterhin durch ein dem Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Neoplasiegewebe
entsprechendes WNT-Exprimierungsmuster in ISC-initiierten Rnaseh2b/p53*t¢-Darmtumoren

gestitzt [169].

Die beschriebenen Funde sollen in den Kontext aktueller Literatur gesetzt werden.
Grundsatzlich sind DDR- und UPR-Funktionen fir die Krebspravention unverzichtbar; da
jedoch auch Tumorzellen auf protektive Homoostasemechanismen zuriickgreifen, sind DDR-
und UPR-Aktivierungen nicht zwangslaufig mit benignen MaRnahmen gleichzustellen. Diese
Paradoxitat zelluldarer Schutzfunktionen demonstriert sich eindriicklich am Beispiel der UPR,
derer sich Neoplasien bedienen, um antitumorigenem ER-Stresses entgegenzuwirken [185,
333]. Die korrekte Analyse der situationsabhadngig variierenden Intentionen von UPR-

Induktionen erfordert daher eine differenzierte Herangehensweise.
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So erklart sich, warum XBP1(s)-Hochregulierungen je nach betrachteter Tumorentitat sowohl
pro- als auch antitumorigene Eigenschaften zugeschrieben werden [334, 335]: In CRC, OSCC
(oral squamous cell carcinoma) und HCC (hepatocellular carcinoma) sind beiden
Transkriptionsfaktoren mit Metastasierung, schlechter Prognose und gesteigerten
Proliferationsraten assoziiert [259, 336, 337]; und auch in anderen Krebsformen iben die ER-
Stress-Mediatoren durch Angiogenese- und Metabolismusregulation, Zellzykluskontrolle und
Verhinderung hypoxischen Zelltodes eine tumorpromovierende Wirkung aus, welche sich
unter anderem in der XBP1 / HIFa-abhangigen Pathogenese von triple-negativem Brustkrebs
widerspiegelt [260, 338-340]. Da sich durch die jeweilige Inhibition beider
Transkriptionsfaktoren Tumorregressionen erzielen lassen, wird der XBP1-Signalweg als
Angriffspunkt fiir die Antitumortherapie in Erwagung gezogen [341-343]. Im Gegensatz dazu
beobachten Kaser et al. eine erhéhte CAC-Prdvalenz in Xbp12'tC-Tieren, die in erster Linie auf
die Aktivierung proliferationsfordernder NF-kB / IL-6 / STAT3- und IREla-Signalwege
zuriickzufiihren ist [183]. Ubereinstimmend damit gestalten sich tumorsuppressive Xbp1-
Effekte im Rnaseh2b™t¢-Modell ebenfalls antiproliferativer, wenn auch mTOR-abhéngiger
Natur. Obwohl XBP1 in der Literatur mehrheitlich als protumorigen charakterisiert wird,
implizieren letztgenannte Erkenntnisse, dass das Gen im CAC-Kontext mittels

Proliferationskontrolle als Tumorsuppressor fungiert.

Im Vergleich zur NF-kB / IL-6 / STAT3-Achse, die eine klassische, CAC-promovierende Kaskade
reprasentiert, sind mTOR-Signalwege primar an der CRC-Entstehung beteiligt [344]. Dies
verdeutlicht sich nicht zuletzt in der Beobachtung, dass die bei vermehrter mTOR-Induktion
resultierende p-4E-BP1-Zunahme mit einer schlechten CRC-Prognose assoziiert ist (Abb. 3 -
28.2) [345-348]. Obwohl der mTOR-Signalweg in der CAC-Entwicklung eine eher
untergeordnete Stellung einnimmt, ist sein Einfluss dennoch nicht zu unterschatzen [349]:
Einhergehend mit den hier erhobenen Daten wird berichtet, dass intestinale mTOR-
Uberaktivierung durch Reduzierung epithelialer Differenzierung zur Exprimierung
proinflammatorischer Zytokine flihrt, wahrend simultan geférderte ISC die resultierende,
Entziindungs-bedingte Karzinogenese vorantreiben [243, 245, 315, 316, 350, 351]. Zwar stellt
die im Rnaseh2b/Xbp1*t-Modell vorliegende, p53 / DDIT4L-verschuldete mTOR-
Uberaktivierung eine Form der mTOR-Dysregulation dar, die in der CAC-Pathogenese bislang

unbekannt ist, die dargelegten Zusammenhange bieten jedoch sowohl mechanistisch als auch
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wissenschaftlich einen plausiblen, neuen Erkldrungsansatz fiir die dokumentierten

Phanomene [352].

4.2.2 Angesichts koinzidierender UPR- und DDR-Defizienz unterbindet pharmakologische
mTOR-Inhibition den Treibermechanismus intestinaler Tumorigenese

Da mTOR-Signalwege in der Entstehung zahlreicher Tumorentitaten eine essentielle Funktion
einnehmen, verkorpert die pharmakologische Inhibition des Enzyms fiir diverse Krebsleiden
einen antitumorigenen Behandlungsansatz, der aktuell beziiglich seiner klinischen Eignung
erprobt wird [353]. Auch in murinen CRC-/CAC-Modellen bedingt medikamentése mTOR-
Inhibition durch Invertierung hyperproliferativer, entziindungsfordernder Prozesse eine
Reduktion von Colitisschwere und Tumorlast [243-245, 350, 351, 354-357]. Inwiefern das
Mikrobiom an diesen Vorgdangen beteiligt ist, bleibt zu ergriinden; in jedem Fall wird eine
Veranderung der intestinalen Mikrobenzusammensetzung unter Rapamycin-Behandlung
beobachtet [358]. Mit der literarischen Datenlage lbereinstimmend kann im Rahmen dieser
Arbeit unter Rapamycin-Behandlung eine Rettung des Hyperproliferationsphanotyps in
Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Organoiden und -Dirmen beobachtet werden (Abb. 3 - 29.2, 3 - 30.4).
Dabei gilt es allerdings zu bedenken, dass Rapamycin-basierte mTOR-Suppression lediglich die
Funktionen von S6K vollstdandig zu unterbinden vermag, wohingegen 4E-BP1-Aktivitaten nur
teilweise eingeschrankt werden [359]. Dies ist insofern von Relevanz, dass in der Literatur
Uneinigkeit dariber herrscht, ob S6-vermittelte Elongation oder 4E-BP1-abhingige
Translation den bei mTOR-Aktivierung dominierenden Tumorigeneseschrittmacher darstellen
[243, 345-347,360-362]. Der Ursprung epithelialer Hyperproliferationsprozesse ist hier jedoch
offenbar auf 4E-BP1 zurlickzufiihren, denn zum einen ist die Rapamycin-begriindete Abnahme
der 4E-BP1-Phosphorylierung in Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Organoiden und -Didrmen mit einer Pro-
liferationsbeeintrachtigung korreliert, welche die Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Teilungskapazititen
dem Rnaseh2b™t¢-Modell angleicht, zum anderen ist ein vergleichbar konsistentes Muster der
S6-Phosphorylierung nicht nachweisbar (nicht gezeigt). Weiterhin lassen sich epitheliale Hy-
perproliferation und 4E-BP1-Phosphorylierung —den literarischen Angaben entgegengerichtet
— durch Rapamycin-Gabe um ein signifikantes Ausmal’ reduzieren (Abb.3 - 29.1,3-29.2, 3 -
30.3,3-30.4).

Inwiefern die Entziindungsaktivitdt im Rnaseh2b/Xbp1*'¥-Darm durch mTOR-Inhibition beein-

flussbar ist, misste histopathologisch analysiert werden. Aufgrund der Rapamycin-induzierten
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Eingrenzung von Zelltod und Teilungsgeschehen kann jedoch vermutet werden, dass die
Applikation des Wirkstoffes inflammatorische Geschehen im Rnaseh2b/Xbp1*'t-Darm zu
mildern vermag (Abb. 3 - 30.3, 3 - 30.4). Sollte weiterhin der dem Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Modelll
inhdrente Differenzierungsverlust durch mTOR-Inhibition invertierbar sein, wiirde auch der
resultierende Wiedergewinn sekretorisch aktiver Zellen den Entziindungs- und Ent-
artungsprozessen Einhalt gebieten. Dies und die essenzielle Frage, ob Rapamycin-Applikation
letztendlich Krebsentstehungen im Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Darm vorbeugen konnte, wire auf-
grund der meist langen Latenzzeit der Karzinomentwicklung allerdings erst nach lebenslanger
medikamentoser Behandlung der Tiere beurteilbar.

Obwohl die erhobenen Daten suggerieren, dass es sich bei der p53 / DDIT4L / mTOR-Achse
um den alleinigen Tumor-begriindenden Mechanismus handelt, muss dennoch bedacht
werden, dass eine Uberschneidung mit anderen tumorigenen Signalwegen nicht vollstindig
auszuschliefen ist: So wird sowohl in murinen CAC-Modellen als auch in humanen CED-Bio-
psien eine Konvergenz Entziindungs- und Tumor-promovierender mTOR- und STAT3-Signal-
wege beobachtet, die auf einer mTOR-vermittelten, durch Rapamycin unterbindbaren STAT3-
Phosphorylierung beruht [350, 354, 355, 363, 364]. Bezogen auf das Rnaseh2b/Xbp1~Ec-
Modell ware es denkbar, dass eine solche mTOR-vollzogene STAT3-Aktivieriung mit dem im
Xbp1*EC-Darm tumortreibenden NF-kB / IL-6 / STAT3-Signalweg konvergiert, so dass eine
synergistische Verstarkung von Zellteilung und Tumorentwicklung resultiert. GleichermaRen
wird von Schnittstellen zwischen mTOR, WNT-Kaskaden und dem p53-Zielgen Sesn2 berichtet.
Beispielsweise ist das Gen Myc, welches zur Gruppe der im Rnaseh2b/Xbp1*'t-Tumoren
hochregulierten WNT-Zielgenen gehort, zur mTOR-Aktivierung befahigt, und auch das im
Rnaseh2b/Xbp1*'¥c-Modell vermindert exprimierte Sesn2 konnte zur dortigen mTOR-
Disinhibition beitragen [243, 360, 365]. Weiterhin ist eine Involvierung der STING / IFN-Achse
in tumorigene Geschehen in Erwagung zu ziehen. Zwar finden sich nur wenige Anhaltspunkte
fur Interaktionen zwischen STING-, mTOR- und (berraschenderweise auch STAT3-
Signalwegen [326, 366]; aufgrund der tumorsuppressiven Funktion, die STING und
Interferonen in der Genese von CAC und CRC zukommt, mag die im Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Darm
reduzierte STING-Aktivitat aber durchaus an der Promovierung onkogener Prozesse beteiligt

sein [127, 223, 263].
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So gilt es abschlieend, zur Beantwortung der dritten der eingangs aufgestellten Fragen zu
charaktiereiseren, auf welche Weise XBP1 angesichts persistierender genomischer Inte-
gritatsverletzung zur Darmkrebspravention beitragt. Wie im ersten Teil der Diskussion erlau-
tert, bedingt Xbpl-Verlust aufgrund unzureichender Homd&ostasegewahrleistung eine Ver-
starkung DNA-Schaden-induzierter Entziindung. Diese fiihrt sowohl per se als auch durch die
begleitende Dysregulation von DDR-MalBnahmen, Differenzierung und Zellteilung zur
Entwicklung intestinaler Tumoren. Als zentraler Treibermechanismus fungiert dabei eine p53
/ DDIT4L-abhingige mTOR-Uberaktivierung, die den Prozess der Entartung durch zelluldre
Hyperproliferation und Dedifferenzierung aufrechterhalt. Pharmakologische mTOR-Inhibition
mit Rapamycin vermag daher, epitheliale Regenerationsgeschehen zu kontrollieren, wodurch

bei langfristiger Behandlung die Tumorigenese effektiv unterbunden werden kénnte.

4.3 From bench to bedside - Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf den Menschen

Da samtliche der durchgefiihrten Experimente auf murinen Modellen beruhen, gilt es, die
Ubertragbarkeit der erhobenen Ergebnisse auf den Menschen zu priifen.

Obwohl ModeK Zellen und Organoide kinstliche Darmzell-Imitate darstellen, die der
manuellen Stimulation mit Wachstumsfaktoren bedirfen und von Mikroben, Immun- und
Bindegewebszellen unbeeinflusst verbleiben, verfligen beide in-vitro Modelle aufgrund ihrer
standigen Verfligbarkeit, Reproduzierbarkeit und vielfdltigen Verwendbarkeit Uber
Eigenschaften, die die aufgezahlten Nachteile (iberwiegen. Zwecks interner Validierung der
dokumentierten Befunde variierend gestaltete Experimente und Ausleseverfahren zeigen,
dass sich in AraC-stimulierten iXbpl-Zellen, AraC-behandelten Xbp1*'t¢-Organoiden sowie
unstimulierten Rnaseh2b/Xbp1*'t-Organoiden wiederholt deckungsgleiche Daten erheben
lassen. Auch AraC-spezifische Effekte kénnen unter Testung verschiedener DNA-schadigender
Agenzien (Etoposid, Hydroxyurea, siRNA gegen Rnaseh2b) weitestgehend fir
unwahrscheinlich erklart werden.

Um Bedingungen zu simulieren, die den Gegebenheiten im humanen Darm am ehesten
nahekommen, werden unter Anwendung des Cre/lox Systems konditionale Knockout-Mé&use
generiert [200, 201]. Die Stabilitdit jedes einzelnen Knockouts wird mittels PCR-
Genotypisierungsverfahren sichergestellt und durch zusatzliche gRT-PCR-Analysen un-

abhéangig bestatigt (Abb. 3 -1). Da die zur Erschaffung intestinaler Knockout Tiere benétige
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Cre-Rekombinase an den Promotor Villin gekoppelt ist, welcher neben dem Darmepithel auch
in der Niere exprimiert wird, kdnnen renal bedingte, systemischer Nebeneffekte allerdings
nicht ausgeschlossen werden [367].

Die im Darm von Rnaseh2b/Xbp1~€¢-M3usen vorliegende Kombination aus UPR-Defizienz und
genomischer Integritdtsverletzung dient der Imitation einer CED-typischen, fir CAC
pradisponierenden Situation. Weil das Vorherrschen von DNA-Beschadigungen im
Rnaseh2b™t¢- und ER-Stress im XbpI%tc-Darm in den einschlagigen Arbeiten hinreichend
bewiesen worden ist, wird von einer erneuten schwerpunktmaRigen Analyse dieser
Parameter abgesehen [169, 183]. Dennoch lasst die Observierung yH2Ax*-Foci sowie die
Herabregulierung der GO Term-Prozesse , Antwort auf ungefaltete Proteine” und , Antwort
auf oxidativen Stress” im Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-Modell darauf schlieRen, dass sowohl ER-Stress
als auch DNA-Schaden ausreichend induziert werden (Abb. 3 - 9, 3 - 16; nicht gezeigt).

Das zur Darmentziindungsverstarkung verwendete DSS-Colitis-Modell stellt aufgrund guter
Reproduzierbarkeit das gangigste und einfachste Modell der murinen Colitis-Induktion dar.
Der genaue Mechanismus der inflammatorischen Wirkung von DSS ist bislang unbekannt; eine
Schadigung des intestinalen Epithels mit konsekutiver Aktivierung der Immunantwort wird
allerdings als ursachlich angenommen [204]. Weil DSS intestinal nicht absorbiert wird, nimmt
die Entziindungsaktivitdit dem entstehenden DSS-Gradienten folgend nach distal zu, sodass
ein CU-ahnliches, Colon-betontes Befallsmuster entsteht [368]. Obwohl sich inflammatorische
Prozesse im Dinndarm somit eher unspezifischer Natur gestalten, ldsst sich im Kontext von
Rnaseh2b- und Xbpl-Knockout-bedingter, erhohter Inflammationsanfalligkeit durch DSS-
Gabe eine fir die Zwecke dieser Studie ausreichende Augmentierung von
Entziindungsgeschehen im Dinndarm erzielen (Abb. 3 - 15.3) [368]. In histopathologischen
Inflammationsscores von Rnaseh2b/Xbp12t¢-Dickddarmen hingegen ist weder unter basalen
noch unter Colitisbedingungen ein Entzliindungsphanotyp erkennbar (nicht gezeigt).

Die Effizienz intraperitonealer Rapamycin-Behandlung kann anhand der signifikanten
Reduktion epithelialer Proliferation sowie der korrelierend verminderten 4E-BP1-
Phosphorylierung abgelesen werden (Abb. 3 - 30.2, 3-30.3) [236, 239, 243]. Aus jenen beiden
Parametern ist jedoch ebenfalls erkennbar, dass nicht alle Rnaseh2b/Xbpl*E¢-Mé&use
ausreichend auf die medikamentése Behandlung ansprechen. Entsprechende ,Non-

Responder” werden aus den finalen Evaluationen exkludiert. Fir eine effiziente Rapamycin-
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Pharmakotherapie ist also sowohl eine hohere Medikamentenkonzentration als auch ein
langfristigeres Behandlungsregime indiziert.

Da die in-vitro erhobenen Daten sich ausnahmslos in-vivo reproduzieren lassen, kann von
einer hohen Stabilitdt des beobachteten Rnaseh2b/Xbp1*'(¢-Phanotyps ausgegangen werden.
Um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das menschliche Darmgewebe zunichst in-vitro zu
validieren, stellen humane Organoide ein geeignetes Modell dar. Humane Expressionsdaten
beziglich der XBP1 / DDIT4L / mTOR-Achsenaktivitat in CRC-Patienten lagen zum Zeitpunkt
des Abschlusses dieser Dissertation noch nicht vor, sind jedoch der zugehorigen

Publikationsschrift enthehmbar.

Im Hinblick auf medikamentdése CED-, CRC- und CAC-Therapieoptionen lasst sich aus den
Erkenntnissen dieser Arbeit ableiten, dass die Verwendung von mTOR-Inhibitoren durch
Gewahrleistung kontrollierter epithelialer Differenzierung und Proliferation die intestinale
Integritat im Rahmen von Entziindungsprozessen stabilisieren kénnte. Dies wiirde sich
zugleich praventiv auf die Entstehung von Tumoren auswirken.

Die Datenlage zur mTOR-suppressiven CED-Behandlung gestaltet sich recht tiberschaubar:
Wahrend eine Studie von 2008 demonstriert, dass Everolimus in der Steroid-induzierten
Remissionserhaltung von MC keinen Benefit gegeniliber dem Placebo aufweist, vermag
Sirolimus-Therapie in einer Subgruppe padiatrischer, therapierefraktarer CED-Patienten
klinische Remissionen zu induzieren [369, 370]. In beiden Arbeiten liegt der Fokus jedoch
primar auf den immunsuppressiven Eigenschaften der mTOR-Inaktivierung.

Aufgrund der zentralen Stellung von mTOR-Signalwegen in der CRC-Pathogenese werden
MTOR-Inhibitoren dariiber hinaus als Therapieoption fiir Darmkrebspatienten in Erwagung
gezogen [344, 352]. Obwohl sich das Wachstum mTOR-blockierter humaner Krebszellen in-
vitro tatsachlich verhindern lasst, kann der Behandlungserfolg in klinischen Studien bislang
nicht reproduziert werden [245, 348, 352, 371]. Da dies mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
kompensatorische Hochregulierung weiterer tumortreibender Signalwege zurtickzufiihren ist,
wird angenommen, dass die kombinierte Anwendung von mTOR-Inhibitoren mit anderen
CRC-Therapeutika die gewlinschten antineoplastischen Effekte hervorzurufen vermag [352,
372]. Das Potenzial einer solchen Behandlungsform wird aufgrund erhoéhter Pharma-

kotoxizitat jedoch limitiert.
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Auch in Bezug auf die CAC-Therapie legen samtliche, auf murinen Modellen basierende
Studien nahe, dass die durch mTOR-Inhibition erzielbare Suppression von Immunzellen und
proinflammatorischen Zytokinen synergistisch mit einer Unterbindung unkontrollierter
Proliferationsprozesse zur Verhinderung Entziindungs-assoziierter intestinaler Tumorigenese
flhrt [244, 316, 354, 356, 373, 374]. Klinische Studien zur Anwendung von mTOR-Inhibitoren
in der CAC-Therapie liegen bislang allerdings noch nicht vor; sollten diese eines Tages
durchgefihrt werden, ware aufgrund der regenerationsfordernden Eigenschaften, die mTOR
im Falle einer regulierten Aktivierung durchaus innewohnen, von einer Langzeitbehandlung

grundsatzlich abzuraten [316].
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5. Zusammenfassung

Obwohl chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED) Gegenstand intensivster Forschung
sind, herrscht dennoch keine vollstandige Klarheit Uber die zugrundeliegenden
Pathomechanismen. Generell wird eine Dysbalance des vielschichtigen Zusammenspiels aus
genetischen Faktoren, Umwelteinflissen und Wirt-Mikrobiom-Interaktion als ursachlich
angenommen. An der resultierenden Disruption intestinaler Homdostase sind genomweiten
Assoziationsstudien zufolge insbesondere Regulatoren epithelialer Integritdt, wie zum Beispiel
die Autophagie- und (endoplasmatischer Retikulum-)ER-Stress-Mediatoren ATG16L1 und
XBP1, beteiligt. Verbleiben Entziindungsgeschehen im Darm unbehoben, entstehen in
kompensatorisch hyperproliferierenden intestinalen Epithelzellen vermehrt DNA-Schaden.
Die in diesem Kontext essenzielle tumorpraventive Rolle einer suffizienten DNA-
Reparaturmaschinerie zeigt sich eindriicklich in Form spontaner Darmkrebsentstehung in
Mausen mit einem kombinierten Doppelknockout fiir den Ribonukleotidexzisionsreparatur-
Induktor Rnaseh2b und den Tumorsuppressor p53. Da eine Beteiligung des CED-Risikogens
XBP1 an der Resolution solcher DNA-Beschadigungen bislang nur in Ansatzen beschrieben
worden ist, wird hier anhand von murinen Zell-, Organoid- und Knockout-Modellen
beleuchtet, inwiefern DNA-Reparaturvorgange im intestinalen Epithel durch den ER-Stress-
Effektor XBP1 beeinflusst werden und welche Konsequenzen sich daraus fiir inflammatorische
sowie tumorigene Prozesse ergeben.

Zu diesem Zweck werden in murinen, intestinalen iCtrl und iXbp1 ModeK Epithelzellen sowie
in Xbp12EC-Dinndarmorganoiden mittels Cytarabin A (AraC) DNA-Schiden induziert. Xbp1-
Defizienz zieht sowohl eine Verstiarkung von DNA-Doppelstrangbriichen als auch eine
Zunahme epithelialen Zelltodes nach sich. In-vivo wird validiert, dass augmentierte
Genombeschadigungen im Darmepithel von Rnaseh2b/Xbp1*'t¢-M&usen zu erhéhtem Zelltod
fiihren, was sich insbesondere in DSS(dextran sodium sulfate)-Colitis-Modellen in Form von
verstiarkten Entziindungsgeschehen widerspiegelt. Uberraschenderweise zeigt sich im
Vergleich zu dem im Rnaseh2b®tc-Modell festgestellten, p53-mediierten Stammzellarrest im
Darm von Rnaseh2b/Xbp1*t¢-Tieren ein hyperproliferativer Phanotyp, fir welchen sich eine
Defizienz p53-regulierter Schutzmechanismen als ursachlich erweist. Die resultierenden,
unkontrollierten Zellteilungen legen den Grundstein fiir die Entwicklung spontaner
Darmtumoren in gealterten Rnaseh2b/Xbp1*t¢-M&usen. Um dem molekularen

Treibermechanismus jener Zellteilungsvermehrung auf den Grund zu gehen, wird mittels RNA-
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Sequenzierung nach Signaturen gesucht, die im Transkriptom von Rnaseh2b®t¢-Organoiden
p53-abhangig alleinig herauf-, im Rnaseh2b/p53*t¢- und Rnaseh2b/Xbp1*'*c-Modell hingegen
gemeinsam herabreguliert sind. Von den infrage kommenden Zielgenen wird der mTOR-
Inhibitor Ddit4/ validiert: Bei persistierenden intestinalen epithelialen DNA-Schaden
gewahrleistet Xbp1 liber p53 zum einen eine suffiziente DNA-Reparatur, zum anderen eine
DDIT4L-mediierte  mTOR-Suppression, die durch Dephosphorylierung des Translation-
sinitiators 4E-BP1 der Proliferations- und Differenzierungskontrolle dient. In diesen Mechanis-
mus kann pharmakologisch mittels mTOR-Blockade eingegriffen werden: So wird sowohl der
observierte intestinale Hyperproliferationsphanotyp als auch der gesteigerte Zelluntergang
des Rnaseh2b/Xbp1*'tc-Epithels durch Rapamycin-Behandlung an die Gegebenheiten des
Rnaseh2b™t-Modells angeglichen, wodurch sich die physiologische Epithelfunktion im
Rnaseh2b/Xbp1*'¥c-Darm regeneriert. Die hierdurch erzielte Wiederherstellung intestinaler
Epithelintegritdt konnte bei inflammationsbedingter Koinzidenz von ER-Stress und DNA-
Instabilitat Entziindungs- und Karzinogenesegeschehen Einhalt gebieten.

Zusammenfassend legen die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten nahe, dass dem ER-
Stress-Mediator XBP1 im Falle chronischer intestinaler epithelialer DNA-Beschadigungen eine
zentrale Rolle in der Koordination von DNA-Reparatur und Stammzellschicksal zukommt,

welche iber einen DDIT4L-mTOR-abhangigen Feedbackmechanismus vollzogen wird.
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7. Materialanhang

7.1 Puffer und Medien

Puffer Zusammensetzung oder Firma
Anodenpuffer 1 30 mM Tris, 20 % Methanol
Anodenpuffer 2 300 mM Tris, 20 % Methanol
1 xDLB 1 % SDS, 10 mM Tris (pH = 7,4), 1 % Protease und Phosphatase

Inhibitor Cocktail

FWP 0.5 % BSA in PBS
Kathodenpuffer 25 mM Tris, 40 mM 6-Aminocapronsaure, 20 % Methanol
1 x PBS Gibco, Deutschland
Sammelpuffer 0,5 M Tris (pH = 6,8), 0,4 % SDS
5 x SDS 10 % SDS, 5 % Glycerol, 250 mM Tris (pH = 6,8), 500 mM DTT,

Bromphenolblau

Stripping Puffer 2 % SDS, 62,5 mM Tris (pH = 6,8)
10 x TAE 0,4 M Tris-acetate, 0,1 M EDTA (Roth, Deutschland)
TBS 200 mM Tris (pH = 7,6), 1,37 M NacCl
1xTGS 10 % TGS Puffer (Bio-Rad, Deutschland) in ag bidest
Trennpuffer 1,5 M Tris (pH = 8,8), 0,4 % SDS
TTBS 10 % TBS in aq bidest

Tabelle 7 - 1.1: Puffer und Medien, soweit nicht im Text erwdhnt

7.2 Chemikalien und Stimulanzien

Reagens Firma
APS Sigma Aldrich, Deutschland
(Bis-)Acrylamid Bio-Rad, Deutschland
Bromphenolblau Sigma Aldrich, Deutschland
Cytarabin A Erhalten aus dem Biochemischen Institut
der CAU Kiel
Dithiothreitol Sigma Aldrich, Deutschland

140



Glycerol Roth, Deutschland
Lyovec Invivogen, Frankreich
Nutlin-3a Sigma Aldrich, Deutschland

Protease und Phosphatase Inhibitor

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

SDS Roth, Deutschland
TEMED Sigma Aldrich, Deutschland
Tris Merck Millipore, Deutschland

6-Aminocapronsaure

Sigma Aldrich, Deutschland

Tabelle 7 - 1.2: Chemikalien und Stimulanzien, soweit nicht naher im Text erldutert

7.3 Labormaterialien und -geréte

Gerat

Firma

Heraeus™ Fresco™ 21 Microcentrifuge
Heraeus™ Megafuge™ 16
Universalzentrifuge
Heraeus™ Labofuge™ 400 Centrifuges
Heraeus Sepatech Varifuge 3.0R
Sprout Minizentrifuge
Wasserbad
Brutschrank
Grant QB2 Heizblock
Sterile Benches
Vortex-Genie 2

Abziige

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Biozym, Deutschland
GFL, Deutschland
Binder, Deutschland
Wolflabs, UK
Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Scientific Industries, USA

Waldner, Deutschland

Pipetten (0,5-10 ul, 10 - 100 pl, 100 -
1000 pl)

Eppendorf, Deutschland

Waage fiir Chemikalien

Waage fir Mause

Kern, Deutschland

Kern, Deutschland

Tabelle 7 - 1.3.1: Labormaterialien und -gerate, soweit nicht ndher im Text erlautert



Material

Firma

Deckglaser Thermo Fisher Scientific, Deutschland
Falcons Sarstedt, Deutschland
FACS-Tubes Greiner, Deutschland

Filterpapier fiir Histologie

Filterpapier fiir Western Blot

Medite, Deutschland

Bio-Rad, Deutschland

(Filter-)Pipettenspitzen fiir 0,5 - 10 pul, 10 -
100 pl, 100-1000 pl Pipetten

Sarstedt, Deutschland

Glasplatten

Histologiekassetten

Bio-Rad, Deutschland

Medite, Deutschland

Kamme

Laufkammer

Bio-Rad, Deutschland

Bio-Rad, Deutschland

Lithium-Heparin-GefaRe

Objekttrager

Petrischalen
Polyvinylidendifluorid-Membran
Roti®-Histokitt
0,2 ml PCR-GefaRe
1 ml CryoPure GefaRe
1 ml Spritzen
1,5 und 2 ml (Safe Seal) Tubes
6-, 24-, 96-Well Platten
20/ 30 G Kantlen
96-Well Platte, V-Boden
96-Well Platte, U-Boden

Sarstedt, Deutschland
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Bio-Rad, Deutschland
Roth, Deutschland
VWR, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland

Sarstedt, Deutschland

100 uM Cellstrainer

BD Biosciences, Deutschland

Zellschaber

Sarstedt, Deutschland

Tabelle 7 - 1.3.2: Labormaterialien und -gerate, soweit nicht naher im Text erlautert
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- Veroffentlichungen nach den Richtlinien Gber Benotung von Dissertationen erfolgt
sind.

- die zustandigen Behorden zugestimmt haben, dass Forschungsvorhaben an Tieren
vorgenommen wurden.

- ich bis zum heutigen Tage 15 Semester an der Christian-Albrechts-Universitat studiert
habe.

- die Leiter des Instituts fur klinische Molekularbiologie Kiel einverstanden sind, dass die
Dissertation an deren Einrichtung geschrieben wurde.

- Fur die Nutzung von Arbeitsmoglichkeiten der wissenschaftlichen Einrichtung durch

mich das Einverstandnis der Leitung der Einrichtung vorliegt.

Ich erklare, dass die Arbeit unter Einhaltung der Regeln guter wissenschaftlicher Praxis der

Deutschen Forschungsgemeinschaft entstanden ist.

Kiel, den 18.10.2021

Lina Welz
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