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Ihr Beitrag zu den Verdffentlichungen \%

1. lhr Betrag zu den Veroffentlichungen
1.1. Beitrag zu Paper |

Meine Beteiligung an dieser Veroffentlichung bestand darin, den durch PCR
amplifizierten, murinen 3’-UTR der Csf1Tr mMRNA, welche aus murinen Makropha-
gen des Knochenmarks isoliert wurde, in den pGL3-control-MCS Vektor zu klo-
nieren und ihn durch Sequenzierung zu verifizieren. Des Weiteren wurde eine
Mutation der sogenannten ,seed-match* Sequenz eingefligt und diese ebenfalls
durch Sequenzierung verifiziert. Daraufhin habe ich Csf1r als Mir34a Ziel-mRNA
in Mausen mittels eines Reporter-Assays bestatigt. Zusatzlich habe ich eine
gPCR-Analyse der Csf1r, Snai1, Notch1 und B-actin mRNA-Expression in mit
Kontroll- und pre-miR-34 Oligonukleotiden transfizierten CT-26 Zellen durchge-
fihrt. Die zu den Analysen zugehoérigen Abbildungen wurden von mir vorbereitet

und erstellt.

1.2. Beitrag zu Paper Il
Als Erstautor dieser Veroffentlichung habe ich zu diesem Artikel beigetragen, in-

dem ich Mause mit Deletion von Csf1r und/oder Mir34a in myeloischen Zellen
durch Verpaarung der entsprechenden Mause hergestellt und charakterisiert
habe. Diese wurden unter anderem flr die Einzelzel-RNA-Sequenzanalyse, so-
wie fur die Behandlung mit dem Csf1r-Inhibitor GW2580 verwendet. Ich habe
diese Mause mit Azoxymethan (AOM) injiziert, Dextran-Natriumsulfat (englisch:
dextran sodium sulfate — DSS) sowie den Csf1r Inhibitor GW2580 verabreicht
und den Gesundheitszustand gemaf den Tierschutzrichtlinien und der behdérdli-
chen Genehmigung Uberwacht. Ich habe Organe von den von mir behandelten
Mausen isoliert, verarbeitet und die zugehoérigen Analysen durchgefuhrt. Zusatz-
lich habe ich alle immunhistochemische Farbungen durchgeflhrt und diese ana-
lysiert. In Zusammenarbeit mit Dr. Matjaz Rokavec habe ich die Einzelzell-Sus-
pensionen aus Kolitis-assoziierten Kolorektalkarzinomen (KAKs) hergestellt, wel-
che fur die Einzelzell-RNA-Sequenzierung verwendet wurden. Dr. Matjaz Roka-
vec hat die bioinformatischen Analysen der Sequenzierergebnisse durchgeflihrt
und die dazugehdrigen Abbildungen erstellt. Daruber hinaus habe ich Makropha-
gen aus dem Knochenmark (englisch: bone-marrow derived macrophages —
BMDMs) isoliert, kultiviert und diese mit Zytokinen behandelt. Zudem habe ich
mit den BMDMs gPCR- und Western Blot Analysen, sowie modifizierte Boyden-
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Chamber-Migrations- und Scratch-Assays in Ko-Kultur durchgefihrt. Ich habe
aktiv eigene ldeen eingebracht und damit zum Fortschreiten des Projekts beige-
tragen. Ich habe Literaturrecherche betrieben und den ersten Manuskriptentwurf
einschlieRlich Abbildungen, Tabellen und ergdnzendem Material vorbereitet. Das
Manuskript wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Heiko Hermeking erstellt. Dr.
Meryem Giilfem Oner-Ziegler hat die initialen Analysen der Mause, die in Abbil-
dung 1 gezeigt werden, durchgefuhrt. Ye Fei hat isolierte BMDMs und HCT116
Zellen mit einem Stickstoffmonooxid-/NO-Donor behandelt und die entsprechen-
den gPCR-Analysen durchgeflhrt. Alle Autoren haben das finale Manuskript ge-

lesen und korrigiert.
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2. Einleitung

2.1 Krebs

Krebserkrankungen waren fur fast 10 Millionen Todesfalle weltweit im Jahr 2022
verantwortlich und die Zahl der Neuerkrankungen lag weltweit bei 20 Millionen
Fallen (Abbildung 1A - C) [1]. Wahrend bei Mannern Lungen-, Prostata- und Ko-
lorektalkarzinome zu den drei am haufigsten diagnostizierten Krebsarten zahlten,
waren es bei Frauen Brustkrebs, gefolgt von Lungenkrebs und Kolorektalkarzi-
nomen [1]. Betrachtet man die Mortalitat, war die haufigste Todesursache, verur-
sacht durch Tumorerkrankungen, bei Mannern Lungenkrebs, gefolgt von Leber-
krebs und Karzinomen des Kolons, wahrend Frauen hauptsachlich durch Brust-,
Lungen- und Dickdarmkrebs verstarben (Abbildung 1B und C) [1]. Ursache von
malignen Neoplasien sind gestorte Zellfunktionen aufgrund genetischer und epi-
genetischer Veranderungen, die eine Transformation gesunder Zellen bewirken
[2]. Physikalische [3, 4], chemische [5, 6] sowie biologische [7, 8] Umweltein-
flusse haben dabei, neben individuellen Faktoren wie genetischer Pradisposition,

einen enormen Einfluss auf die Entwicklung der malignen Neoplasien [2].
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Abbildung 1 Weltweite Inzidenz und Mortalitét von Krebserkrankungen. Inzidenz und Mortalitat
der haufigsten Krebserkrankungen weltweit im Jahr 2022 fir (A) beide Geschlechter (B) Manner
und (C) Frauen. Abbildung Ubersetzt und angepasst aus [1].
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Der Begriff ,Krebs* bezieht sich auf mehr als 100 verschiedene Entitdten und
deren Subtypen, die in nahezu jedem Gewebe auftreten kdnnen. Normale, ge-
sunde Korperzellen leben in einem Verband mit anderen Zellen, in welchem sie
ihre Vermehrung - auch Proliferation genannt - gegenseitig kontrollieren. Tumor-
zellen hingegen umgehen diese Art der Proliferationskontrolle und zeichnen sich
durch die erhohte Fahigkeit zur Migration aus [9]. Tumorigenese ist ein mehrstu-
figer Prozess [10], dessen molekulare Grundlagen nach und nach entschlisselt
wurden [11, 12]. Fearon und Vogelstein beschrieben diesen Prozess im Mehr-
stufen-Modell des Kolorektalkarzinoms (KRK) erstmals im Jahr 1990 [13]. Im
Jahre 2000 erfolgte seitens Hanahan und Weinberg eine Zusammenfassung der
Charakteristika von Tumoren (englisch: hallmarks of cancer). Diese Eigenschaf-
ten beinhalten die Aktivierung von proliferativen Signalwegen, die Umgehung von
Wachstumsinhibition, Apoptose-Resistenz, unbegrenzte Replikation, Induktion
von Angiogenese und Befahigung zur Zellinvasion und Metastasierung [14]. 2011
und 2022 wurden diese Eigenschaften durch weitere Fahigkeiten von Tumoren
erganzt: Deregulierung des Zellmetabolismus, Unterdrickung der Immunant-
wort, Genominstabilitat und Mutationen, sowie tumorférdernde Entzindung [15],
phanotypische Plastizitat, Zunahme seneszenter Zellen, nicht mutationsbe-

dingte, epigenetische Umprogrammierung und ein polymorphes Mikrobiom [16].
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Abbildung 2 Charakteristika von Tumoren. Die 14 Merkmale wahrend der Tumorentwicklung. Ab-
bildung Ubersetzt aus [16].
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2.1.1 Das Kolorektalkarzinom
Mit ungefahr 10% der weltweiten Krebs-Diagnosen im Jahr 2022 war das Kolo-

rektalkarzinom (KRK) die dritthaufigste, diagnostizierte Krebserkrankung und der
zweithaufigste Grund fur das Versterben von Krebserkrankten (9,3%) beider Ge-
schlechter [1]. Obwohl 20-30% der Patienten eine familidare Geschichte haben
entwickeln sich nur 5-10% der Kolorektalkarzinome aufgrund vererbter Mutatio-
nen [17-19], wahrend 75% der Kolorektalkarzinome sporadisch auftreten [20].
Das Kolitis-assoziierte Kolorektalkarzinom (KAK) manifestiert sich dagegen als
Komplikation einer vorangegangenen chronischen Entzundung, wie sie bei-
spielsweise bei Colitis ulcerosa (CU) vorliegt [19, 21]. Vergleicht man das spora-
dische KRK mit dem KAK, zeigt das KAK multiple Lasionen [22], ist in seiner
Histopathologie schwerwiegender [23], weist eine schlechtere Prognose auf [23,
24] und unterscheidet sich in seiner Pathogenese [21, 22, 25, 26]. Fruhzeitiger
Verlust von TP53 gilt als eine Charakteristik von einem KAK mit entziindlichen
Erkrankungen [27-29], wahrend TP53 Verlust beim sporadischen KRK erst in
spaten Stadien auftritt [28-30]. Die Mutationen, die an der Entstehung und Ent-
wicklung des sporadischen KRK und des KAK beteiligt sind, sind generell ahn-
lich, allerdings scheinen sie in umgekehrter Reihenfolge aufzutreten [22]. Das
sporadische KRK wird durch genetische und epigenetische Veranderungen her-
vorgerufen und beginnt mit der Inaktivierung des APC Gens [13, 31]. Letzteres
fuhrt zu Hyperproliferation der Epithelzellen, was sich im Anschluss durch frihe
Adenome aulert. Zusatzliche Mutationen, wie die im KRAS Gen, fordern die Wei-
terentwicklung der Adenome. Mutationen des p53 Gens treten hierbei im spaten
Stadium auf, wenn Karzinome invasiv werden [13, 31, 32]. Im Gegensatz dazu
fUhren Entzindungsreaktionen beim KAK zu oxidativem Stress, welcher DNS-
Schadigung induziert [33] und dadurch p53 Mutationen als frihzeitiges Ereignis
auslost [27]. Weitere Mutationen fuhren zu hohergradigen Dysplasien und zu ei-

nem APC Funktionsverlust in spateren Stadien [33].
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Abbildung 3. Mehrstufiger Prozess der Karzinom Entwicklung. Die schematische Darstellung
zeigt den Verlauf der Entwicklung des sporadischen (oben) und des Kolitis-assoziierten (unten)
Kolorektalkarzinoms inklusive der auftretenden Mutationen. Abbildung aus [33], Copyright Mas-

sachusetts Medical Society.

2.1.2 Mausmodelle des Kolorektalkarzinoms
Mausmodelle finden in der Forschung zur Entwicklung, Progression und potenti-

ellen zukunftigen Therapiestrategien von Tumoren und anderen Erkrankungen
haufig Anwendung. Abgesehen von gentechnisch erzeugten Veranderungen, die
zur Tumorbildung flhren, besteht die Méglichkeit das KRK oder KAK chemisch

oder durch Injektionsmodelle zu induzieren [34].

Das APC™" Mausmodell des erblichen Kolorektalkarzinoms

Zur Untersuchung des erblich bedingten Kolorektalkarzinoms (FAP) wird haufig
das APC™n-Mausmodell verwendet [35, 36]. APC ist ein Tumorsuppressorgen,
das den kanonischen WNT-Signalweg unterdrickt, indem es den Abbau von -
Catenin fordert. Funktionsverlust von APC fuhrt zu einer Ansammlung von 3-
Catenin und damit zu einer anhaltenden Aktivierung dieses Signalweges [34, 37-

39]. Die APC™n Maus tragt eine trunkierende Keimbahnmutation in einem Allel
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des APC Gens [40, 41]. APC™"*-Mause mit einem C57/6J (B6) - Hintergrund
entwickeln mehr als 50 Adenome im gesamten Darmtrakt [40]. Die Uberlebens-
zeit dieser Mause betragt durchschnittlich etwa 120-180 Tage [40, 42].

Das Mausmodell des sporadischen Kolorektalkarzinoms

Um bei genetisch veranderten oder durch Inzucht erzeugten Mausen, die im
Laufe ihres Lebens keine Tumore entwickeln, Darmkrebs auszuldésen, werden
Karzinogene, unter anderem Azoxymethan (AOM) [43], verwendet [34]. Die wie-
derholte Verabreichung chemischer Karzinogene fuhrt zu Dickdarmkarzinomen.
Daruber hinaus zeigt AOM im Vergleich zu anderen krebserzeugenden Substan-
zen, wie 1,2-Dimethylhydrazin (DMH), eine grofle Wirksamkeit und Stabilitat
wahrend der Behandlung [44].

Das Mausmodell des Kolitis-assoziierten Kolorektalkarzinoms

Der Einsatz von Dextran-Natriumsulfat (DSS) zur Induktion akuter und chroni-
scher Entzindungen bei Mausen wurde erstmals 1990 von Okayasu und Kolle-
gen beschrieben. Dabei wurden unter anderem entzundliche Veranderungen so-
wie mehrfache Erosionen in der Dickdarmwand beobachtet [45]. DSS wird seit-
her haufig zur Erzeugung chronisch entzindlicher Darmerkrankungen eingesetzt
[46, 47]. Auf welche Weise DSS Kolitis auslést, ist noch nicht vollstandig geklart
[48]. Einerseits wurde gezeigt, dass die Sulfatgruppen von DSS die Schleim-
schicht storen [49, 50], andererseits wurde beobachtet, dass die Epithelzellen
geschadigt werden und es dadurch zu einer Schadigung der Epithelzell-Mono-
schicht kommt [51]. Beide Szenarien flihren zu einer Beeintrachtigung der Barri-
ereintegritat, die wiederum das Eindringen von Bakterien und anderen Darmin-
halten sowie DSS selbst in das darunter liegende Gewebe ermdglichen. Als
Folge dessen, wird eine angeborene lymphoide Reaktion ausgeldst und Zytokine
sowie Chemokine werden ausgeschuttet, die einen Zustrom von Makrophagen
und Neutrophilen stimulieren [48]. Eine andere Studie legt nahe, dass DSS Kom-
plexe mit mittelkettigen Fettsauren (englisch: medium-chain fatty acids - MCFAs)
des Dickdarmlumens bildet, welche dann mit den Kolonozytenmembranen ver-
schmelzen [52]. Diese Erkenntnis wirde erklaren, weshalb DSS-induzierte Kolitis
vorrangig im Dickdarm lokalisiert ist [48]. Neufert und Kollegen beschreiben in

ihrem Verabreichungsprotokoll, dass die Kombination des Karzinogens AOM mit
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DSS die Bildung von Adenomen auslost und die mit chronischer Kolitis verbun-
dene Darmkrebsentwicklung abbildet, wie sie bei CU oder Morbus Crohn beo-
bachtet wird [44].

2.2 Das Immunsystem
Die korpereigene Abwehr von Erregern und Toxinen erfolgt Gber das Immunsys-

tem, welches anpassungsfahig ist [53]. Die Variolation, bei der Pockenmaterial
absichtlich auf eine andere Person Ubertragen wird, wird schon seitdem 15. Jahr-
hundert in China und dem Mittleren Osten praktikziert. Der zeitliche Beginn der
wissenschaftlichen Immunologie wird jedoch Edward Jenner und seiner For-
schung an der Pockenerkrankung zugeschrieben [53, 54]. Emil von Behring und
Shibasaburo Kitasato stieRen ihrerseits auf eine ,antitoxische Aktivitat®, die wir
heute als Antikorper kennen und die dem adaptiven Immunsystem, d.h. dem er-
worbenem Immunsystem, zugeordnet werden [55-57]. Das angeborene, innate
Immunsystem war bereits zuvor durch die Entdeckung von llja Metchnikoff be-
kannt. Er beschrieb phagozytotische Zellen - bekannt als Makrophagen - die Mik-
roorganismen aufnehmen und abtéten kdnnen und dazu jederzeit ,aktiv und be-
reit® waren [58, 59]. lhren Ursprung haben die Zellen des Immunsystems fast
ausschlief3lich im Knochenmark, wo sie heranreifen um dann im Blut oder
Lymphsystem zu zirkulieren. Die Entwicklung der zellularen Bestandteile des Blu-
tes beginnt mit den pluripotenten, hamatopoetischen Stammzellen im Knochen-
mark, die ebenfalls im Knochenmark zu lymphatischen und myeloischen Vorlau-
ferzellen heranreifen. In der weiteren Entwicklung werden aus diesen Vorlaufer-
zellen spezifischere Vorlauferzellen, wie beispielsweise Makrophagen-Vorlaufer-
zellen, die zu Monozyten differenzieren, im Blut zirkulieren und schlie3lich im

Gewebe als ausdifferenzierte Makrophagen ihre Aufgaben verrichten [60-62].

2.2.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem

Wahrend kommensale Mikroorganismen den Wirt nicht schadigen, sondern in
Symbiose mit ihm leben, fligen andere Mikroorganismen den Zellen/dem Wirt
Schaden zu [53]. Um sich vor den schadigenden Mikroorganismen, auch mit
Krankheitserregern gleichzusetzen, zu schutzen, gibt es drei Strategien. Als erste

Abwehrlinie gilt es die Erreger durch anatomische [63, 64] und chemische [65,
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66] Barrieren davon abzuhalten in den Korper einzudringen [67] oder durch Ver-
haltensanderung eine Exposition zu vermeiden [53]. Kommt es trotzdem zu ei-
nem Eindringen des Erregers, erfolgt die Abwehr, also die Dezimierung bis hin
zur Beseitigung der Krankheitserreger. Die dritte Strategie umfasst die Toleranz,
d.h. Reaktionen des Gewebes, die es ermdglichen einer Schadigung besser zu
widerstehen [53]. Nach Durchbruch der ersten Barriere greifen weitere Bestand-
teile des angeborenen Immunsystems ein. Zunachst das Komplement, welches
auch ohne spezifischen Antikérper angreifen kann und sowohl zur Reaktion des
angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems beitragt [68, 69]. Zudem
beginnt die zellulare Abwehr des angeborenen Immunsystems, zu welchem Mak-
rophagen, Neutrophile und dendritische Zellen zahlen [53]. Das adaptive Immun-
system wiederum besteht aus Lymphozyten, die in B-Zellen und T-Zellen unter-
teilt werden kénnen [70]. Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache eine
grolRe Anzahl variabler Antigenrezeptoren [70, 71]. Diese Rezeptoren erkennen
Antigene und binden diese. Liegen weitere Entzindungssignale vor, kommt es
zu einer Immunreaktion [53]. Herauszustellen ist, dass das erworbene Immun-
system in der Lage ist, ein immunologisches Gedachtnis zu entwickeln. Das be-
deutet, sobald das Immunsystem einmal Kontakt mit einem Krankheitserreger
hatte, erkennt es diesen bei erneutem Kontakt wieder und die Immunreaktion
kann schneller und starker ablaufen als zuvor. Dies wird auch als schitzende

Immunitat bezeichnet [53, 70].

2.2.2 Die Tumormikroumgebung
Es ist mittlerweile bekannt, dass die Tumormikroumgebung (englisch: tumor-

microenvironment - TME) eine entscheidende Rolle bei der Krebsentstehung und
-progression spielt [72]. Das TME setzt sich aus einer Vielzahl von Immunzellen
zusammen, darunter T-Zellen [73-77] und B-Zellen [78, 79], die zum erworbenen
Immunsystem zahlen, sowie myeloische Immunzellen wie Makrophagen [80-82]
oder Neutrophilen [83, 84], die Teil des angeborenen Immunsystems sind. Dar-
Uber hinaus umfasst es andere Stromazellen wie Tumor-assoziierte Fibroblasten
(englisch: cancer-associated fibroblasts - CAFs) [85], Endothelzellen und andere
Zelltypen, deren Anwesenheit und Anzahl von der Tumorlokalisation abhangig
sind [72]. Aufgrund ihrer Rolle bei der Krebspathogenese stellen die verschiede-

nen Zelltypen innerhalb des TME attraktive therapeutische Ziele dar [86-89].
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Abbildung 4. Tumorprogression und Metastasierung unter dem Einfluss der Tumormikroumge-
bung. Schematische Darstellung der Beteilung der Hauptakteure des Tumorstromas wahrend
verschiedener Stadien der Tumorprogression und Metastasierung. Abbildung aus [72].

Krebszellen rekrutieren und programmieren Wirtszellen um, indem sie durch ver-
schiedene Mechanismen wie Zell-Zell-Kontakte und parakrine Signale, die den
interzellularen Dialog regulieren, das Gefal3system und die extrazellulare Matrix
(EZM) umgestalten [72, 90]. Ein bekanntes Beispiel fur Zell-Zell-Kontaktinterak-
tionen ist der PD-L1/PD-1-Signalweg, bei dem Krebszellen und tumorassoziierte
myeloische Zellen PD-L1 Uberexprimieren. PD-L1 interagiert folglich mit dem auf
den Zellen des erworbenen Immunsystem befindlichen Rezeptor PD-1, was sich
in einer Unterdrickung der Immuniberwachung aulert. Die Blockierung dieser
Achse wurde bei vielen Krebsarten durch Immun-Checkpoint-Blockade (ICB) zur
Standardbehandlung [72, 91]. Die parakrine Signaltibertragung hingegen erfolgt
durch die Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Pro-
teasen als Reaktion auf krebsintrinsische Eigenschaften und zellularen Stress
durch verschiedene Zelltypen im TME [72]. Auch die Freisetzung extrazellularer
Vesikel (EVs), einschlief3lich Exosomen, ist ein parakriner Mechanismus zur Ver-
anderung der lokalen Umgebung [92] und kann zudem Auswirkungen uber die
primare Tumorlokalisation hinaus haben [72, 93]. Exemplarisch seien EVs ge-
nannt, welche von Krebszellen ausgeschuttet werden und eine hohe Menge an
PD-L1 enthalten. Sie sind in der Lage, die T-Zell-Aktivierung zu unterdricken,
wodurch das Fortschreiten des Tumors sowie dessen Resistenz gegenuber einer
Behandlung mit ICB gefordert wird [94, 95]. Ein weiteres Beispiel der TME-Mo-
dulierung zeigt, dass im Anfangsstadium von Lungenkrebs ein erhohter Zustrom

naiver T-Zellen beobachtet wurde, was darauf hindeutet, dass das Immunsystem
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die veranderten Krebszellen detektierte. Im weiteren Verlauf fuhrte das Fort-
schreiten der Lasionen zu einer Ansammlung aktivierter T-Zellen und myeloi-
scher Zellen sowie einer Hochregulierung immunsuppressiver Gene [96]. In ei-
nem Brustkrebsmodell mit Funktionsverlust von Brca? und p53 hingegen, war die
immunsuppressive Umgebung durch die Ansammlung von Treg-Zellen und Mak-
rophagen gekennzeichnet [97]. Chronisch entziundetes Gewebe weist demge-
genuber Merkmale einer Th2-Typ Immunantwort sowie einer Akkumulation im-
munsuppressiver, myeloischer Zellen auf, die reaktive Sauerstoffspezies (eng-
lisch: reactive oxygen species - ROS), pro-inflammatorische Zytokine, Chemo-
kine, Wachstumsfaktoren und pro-angiogenetische Mediatoren absondern.
Diese verursachen beispielsweise Gewebeschaden, epitheliale Mutagenese, Im-
munsuppression und Matrixumbau und kdnnen folglich zur Krebsentstehung und
-progression fuhren [98, 99]. Im Laufe des Tumorwachstums verandert sich auch
die Tumormikroumgebung: Wahrend zytotoxische CD8*-T-Zellen und NK-Zellen
abnehmen, polarisieren immunsuppressive CD4'FoxP3-Treg-Zellen, regulatori-
sche B-Zellen und CD4*-T-Zellen in Richtung einer zunehmenden Th2-Reaktion.
Dartber hinaus werden myeloische Zellen, insbesondere Tumor-assoziierte
Makrophagen (TAMs) und Tumor-assoziierte Neutrophile (TANs) rekrutiert und
passen sich in ihren phanotypischen Merkmalen entsprechend vorhandener in-
flammatorischer Signale aus dem TME an [72, 100-102]. Praklinische Mausmo-
delle zeigen, dass die Hemmung oder Neuprogrammierung dieser Zellen die Tu-
morprogression in verschiedenen Krebsarten beeintrachtigt [103-108] und die
Chemo-, Radio- und Immuntherapie verbessert [108-112]. Des Weiteren tragen
myeloische Zellen zur Umgestaltung der EZM bei, indem sie beispielsweise Mat-
rix-Metallo-Proteasen (MMPs) oder Cathepsine sezernieren und somit die Tumo-
rentstehung, Invasion und Therapieresistenz fordern [113-117]. Auch wahrend
des Migrations- und Invasionsprozesses férdern Signale des TME die phanoty-
pische Veranderung von Krebszellen [72, 118, 119]. Beispielsweise produzierten
myeloische Zellen und epitheliale Tumorzellen in einem HER2'-Brusttumor-
Mausmodell CCL2, um CD206'Tie2*-Makrophagen zu rekrutieren. Diese
CD206'Tie2*-Makrophagen induzierten eine EMT-ahnliche Reaktion und eine
frihe Dissemination. Durch eine CSF1R-Hemmung wurden die Makrophagen
dezimiert und der Effekt wurde umgekehrt [120].
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Die vorliegenden Beispiele demonstrieren in ihrer Gesamtheit die Fahigkeit des
TME das Fortschreiten, die Invasion und die Therapieresistenz des Tumors zu
modulieren. Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die Mechanismen in verschie-
denen Stadien der Tumorprogression sowie bei verschiedenen Tumorentitaten,
aber auch bei Patienten mit der gleichen Primartumor-Lokalisation variieren und
sich unterscheiden konnen [72]. Dies verdeutlicht die Komplexitat des Zusam-

menspiels zwischen Krebszellen und TME.

2.2.3 Die Rolle von Makrophagen bei Tumorerkrankungen
Wie weiter oben erwahnt, besitzen myeloische Zellen Funktionen im angebore-

nen und adaptiven Immunsystem, um den Wirt vor Pathogenen und Toxinen zu
schitzen [53]. Darlber hinaus konnen Zellen des Immunsystems als externer
Tumorsuppressor agieren und die Eliminierung neu transformierter Zellen bewir-
ken [121-125]. Tumore verfligen jedoch Uber die Fahigkeit dieser Suppression
und Eliminierung durch Zell-Zell-Kontakte und parakrine Signalwege zu entge-
hen [72, 90]. Auch die Makrophagen im TME spielen dabei eine grol3e Rolle, da
sie unter anderem Einfluss auf Prozesse wie Tumorentstehung, Invasion und
Therapieresistenzen nehmen kénnen [113-117]. Im Folgenden wird die Rolle der
Makrophagen in Tumorerkrankungen an Beispielen aus der Literatur exempla-
risch erlautert.

Zur Beschreibung der verschiedenen Funktionen von Makrophagen wurden
die Begriffe ,M1“ und ,M2% basierend auf der Th1 bzw. Th2 Immunantwort, als
vereinfachte Nomenklatur etabliert [126]. Makrophagen, die in Richtung ,M1“ po-
larisiert sind oder auch als klassisch aktivierte Makrophagen bezeichnet werden,
weisen Tumor-abtétende Eigenschaften auf, wahrend ,M2“-Makrophagen, die
auch als alternativ aktivierte Makrophagen benannt werden, Tumor-férdernde Ei-
genschaften aufweisen [127-129]. Die polarisierten Makrophagen unterscheiden
sich in ihrer Rezeptorexpression, Funktion und Chemokin- sowie Zytokinproduk-
tion [130]. Wahrend ,M1“-Makrophagen hohe Mengen an iNOS/Nos2 produzie-
ren, da der Argininstoffwechsel vorherrscht [131, 132], verwenden ,M2“-Makro-
phagen Uberwiegend den Arginase-Stoffwechsel zur Bildung von Ornithin und
Polyamiden [130, 133, 134]. Wie unter anderem von Qian und Pollard 2010 zu-
sammengefasst, spielen Makrophagen eine wichtige Rolle bei der Tumorpro-
gression, indem sie beispielsweise Angiogenese stimulieren [135], Metastasie-

rung fordern [74, 136] oder zu Therapieresistenzen beitragen kénnen [137] [138].
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In einer Studie zu Brustkrebs wurde ex vivo und in vivo gezeigt, dass ,M2“-Mak-
rophagen uber die miR1587/IRF7-Achse zur Tumorzellproliferation und -migra-
tion beitragen, was diese Achse als therapeutische Zielstruktur nahelegt [139].
Eine weitere Studie zeigte, dass Exosomen, welche hohe Mengen an miR-301a-
3p beinhalten und von Pankreastumorzellen unter hypoxischen Bedingungen
ausgeschieden werden, Makrophagen in einen Tumor-fordernden ,M2“ Phano-
typ umwandeln, welcher wiederum die Migration und Invasion von Pankreastu-
morzellen fordert [140]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass aus Tumoren stam-
mende Glutaminase-1-Mikrovesikel (GLS1) Makrophagen in Richtung ,M2“ po-
larisieren, pro-angiogenetische Makrophagenfunktionen verbessern und den
Glutaminstoffwechsel fordern, was zu einer Trastuzumab-Resistenz bei HER2-
positivem Magenkrebs fuhrte. Eine kombinierte Behandlung aus Anti-Angioge-
nese, Anti-Glutaminstoffwechsel und der Reprogrammierung von ,M2“-Makro-
phagen zu ,M1“-Makrophagen wurde daher von den Autoren als vorteilhafte Be-
handlungsstrategie bei dieser Krebsart vorgeschlagen [141]. Da in mehreren Stu-
dien gezeigt wurde, dass das Immunsystem die Entstehung und das Fortschrei-
ten von Krebs beeinflusst [142] und gezeigt wurde, dass p53 den ,M2“-Makro-
phagen-Phanotyp inhibieren kann [143], untersuchten He et al. die Rolle von p53
in myeloischen Zellen im ApcM™*-Mausmodell [144]. Tatsachlich konnten sie zei-
gen, dass der myeloische Verlust von p53 zu erhéhten Konzentrationen von Ent-
zlindungsmediatoren fiihrt und das Adenomwachstum bei ApcM"*-Mausen for-
dert, wahrend eine Aktivierung von p53 in Makrophagen den gegenteiligen Effekt
hat. Daruber hinaus beobachteten sie auch, dass die Aktivierung von p53 die
Polarisierung von Makrophagen in Richtung eines ,M2“-Phanotyps unterdrickt,
was darauf hindeutet, dass p53 ein wichtiger, nicht-zellautonomer Inhibitor der
Tumorentstehung sein kann [144]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass der
Tumor-spezifische Verlust von p53 die Infiltration suppressiver Immunzellen
durch eine verstarkte Chemokin- und Zytokin-Sekretion, unter anderem durch
den Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF; auch CSF1 genannt),
erhoht und so die Destruktion durch Immunzellen verhindert [145]. Zusammen-
fassend lasst sich sagen, dass polarisierte Makrophagen einen signifikanten Ein-
fluss auf die Progression von Tumoren haben kdnnen. Daher stellen Makropha-

gen im TME vielversprechende Zielstrukturen fur neue Therapieansatze dar.
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2.3 Die Rolle des Koloniestimulierenden Faktor 1 Rezeptors
(CSF1R) im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen

Koloniestimulierender Faktor-1-Rezeptor (CSF1R), der auch unter den Bezeich-
nungen Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor-1-Rezeptor (M-CSF1R)
und Differenzierungscluster 115 (CD115) bekannt ist, wurde kurzlich als direktes
miR-34a-Zielgen identifiziert [146]. CSF1R wird auf einer Vielzahl von Zelltypen
mit unterschiedlichen Expressionsniveaus exprimiert [147], unter anderem auf
Monozyten und Gewebemakrophagen [148, 149], myeloischen dendritischen
Zellen [150], Paneth-Zellen [151] und Dickdarmepithelzellen [147]. Neben CSF1
mit seinen drei Isoformen [152-156] wurde IL-34 als CSF1R Ligand charakteri-
siert [157]. Die Bindung der Liganden fihrt zu einer Homodimerisierung und Ak-
tivierung von CSF1R durch Autophosphorylierung an sechs Tyrosinresten in der

zytoplasmatischen Domane [158]; [159, 160].

Wie bereits in Kapitel ,2.2.2 Rolle der Makrophagen bei Tumorerkrankungen®
beschrieben, spielen Makrophagen eine grol3e Rolle bei der Tumorprogression.
Der CSF1-Rezeptor und sein Ligand CSF1 stellen vielversprechende Kandidaten
fir Anti-Tumor-Therapien dar, weshalb es bereits einige praklinische und klini-
sche Studien gibt. In einem Modell des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas
(PDAC) wurde beobachtet, dass eine Blockade von Csf1r die Makrophagenreak-
tionen umprogrammiert, um produktive T-Zellreaktionen zu verstarken, indem T-
Zell-Checkpoint-Molekule wie PDL1 und CTLA4 hochreguliert werden. Die Kom-
bination einer Blockade von Csfir mit PD1- und CTLA4-Antagonisten flhrte zu
dem Schluss, dass die Umprogrammierung myeloischer Zellen fur eine Check-
point-Inhibitor-basierte Immuntherapie von Vorteil sein konnte [161]. In einem an-
deren Modell wurde evident gemacht, dass Makrophagen die dominierende Zell-
popuiaticn im Stroma des menschlichen PDAC sowie in autochthonen Modellen
darstellen und einen substanziellen Einfluss auf die Tumorerhaltung und T-Zell-
Unterdrickung haben [162]. Die Verwendung eines Csf1r-Inhibitors fluhrte zu ei-
ner Reduzierung der TumorgréRe und verlangerte die Uberlebenszeit der Mause.
Daruber hinaus zeigten Candido et al., dass die Inhibition des Csf1-Rezeptors
die T-Zell-Immunantwort verstarken konnte und daher eine sinnvolle Behand-
lungsstrategie bei dieser Erkrankung sein konnte [162]. Die genetische Ablation
von CSF1 fihrte zu einer Verringerung der Anzahl von CSF1R* TAMs. Die Wir-
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kung auf das Tumorwachstum war jedoch aufgrund der kompensierenden Wir-
kung von Foxp3® Treg-Zellen begrenzt. Eine simultane Deletion von CSF1R"
TAMs und Foxp3® Treg-Zellen resultierte in einer erhéhten Einwanderung von
CD8" T-Zellen, Verbesserung ihrer Funktion und einem verringertem Tumor-
wachstum [163]. In einem Mausmodell des Glioblastoms fuhrte die Inhibition von
Csf1r zu einer Verlangerung des Gesamtuberlebens. Allerdings bildete sich in
Uber 50% der Falle ein Tumorrezidiv, in dem eine erhdhte Aktivitat des Phos-
phatidylinositol-3-Kinase (PI13K) Signalweges beobachtet wurde, ausgeldst durch
eine erhohte Expression von IGF-1 in Makrophagen und des IGF-1R auf Tumor-
zellen. Die kombinierte Blockade von Csf1r und IGF-1R oder PI3K verlangerte
das Uberleben bei Rezidiven [164]. In einer Studie zu Morbus Crohn fiihrte die
Blockierung von Csfir durch JNJ-40346527 zu einer Hemmung der Zunahme
des Dickdarmgewichts und der Dickdarmlange um etwa 50%, reduzierte den his-
topathologischen Score und die Anzahl von F4/80-positiven und CD3-positiven
Zellen in Mausen. Daher konnte der Inhibitor JNJ-40346527 fur die Therapie ent-
zundlicher Darmerkrankungen beim Menschen geeignet sein [165]. Lv et al. zeig-
ten, dass die Behandlung humaner, M2-polarisierter BMDMs mit dem CSF1R-
Inhibitor PBX17 zur Reprogrammierung in Richtung M1-polarisierter Makropha-
gen fuhrt [166]. Durch Ko-Kultivierung humaner KRK-Organoide mit M2 polari-
sierten Makrophagen und CD8*-T-Zellen zeigte die Forschungsgruppe des Wei-
teren, dass die Inhibition von CSF1R die Vitalitat von KRK-Organoiden verringert.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine CSF1R-Blockade die anti-tumo-
rale-lmmunantwort von CD8*-T-Zellen durch eine erleichterte Reprogrammie-
rung von pro-tumoralen ,M2“ Makrophagen in Richtung anti-tumoralen ,M1“ Mak-
rophagen fordert [166]. Zusatzlich wurde durch die CSF1R-Inhibition die thera-
peutische Aktivitat eines PD-1-spezifischen monoklonalen Antikorper in subkuta-
nen Xenograft-Mausmodellen von KRKs gesteigert, indem die Infiltration und Ak-
tivierung von CD8*-T-Zellen in diesen Tumoren verbessert wurde [166]. Ver-
schiedene niedermolekulare Wirkstoffe (englisch: small molecules) und mono-
klonale Antikorper befinden sich derzeit in der klinischen Entwicklung als Mono-
therapie oder in Kombinationstherapien mit Chemotherapeutika oder anderen
Immuntherapeutika [167]. Eine Phase-I/II-Studie beim klassischen Hodgkin-Lym-
phom zeigte beispielsweise, dass eine CSF1R Inhibition mit JNJ-40346527 zu
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einer vollstandigen Remission bei einem von 21 Patienten fuhrte und bei 11 wei-
teren Patienten zu einer Stabilisierung des Krankheitsverlaufs. Diese Resultate
lassen allerdings auf ein begrenztes Ansprechen der Monotherapie schlief3en
[168]. Eine weitere Phase-la/b-Studie mit Emactuzumab, einem gegen CSF1R
gerichteten monoklonalen Antikorper, ergab, dass die Behandlung alleine oder
in Kombination mit dem Zytostatikum Paclitaxel bei der optimalen biologischen
Dosis zu einem Plateau immunsuppressiver TAMs fuhrt. In Summe ergab sich
jedoch keine klinisch relevante Anti-Tumor-Aktivitat fur die Einzel- oder Kombi-
nationsbehandlung [169]. Ein akzeptables Sicherheitsprofil sowie pharmakologi-
sche Aktivitat wurde bei der Kombinationstherapie von Emactuzumab mit Se-
licrelumab, einem monoklonalen CD40-Antikorper, bei Patienten mit soliden Tu-
moren beobachtet. Diese Ergebnisse aul3erten sich jedoch ebenfalls nicht in aus-
reichenden klinischen Reaktionen [170]. Obwohl es mehrere klinische Studien
gibt, in denen die Monotherapie oder Kombinationstherapie bei verschiedenen
Krebsarten untersucht wurde, zeigt sich die klinische Wirkung bisher in ungenu-
gendem Ausmald. Daher sind weitere praklinische Studien notwendig, um Ver-

besserungen fur die klinische Anwendung zu erzielen [171].

2.4 Die p53-induzierbare MikroRNA miR-34a

MikroRNAs werden als endogene, konservierte Ribonukleinsauren (englisch: ri-
bonucleiacid - RNAs) mit einer Lange von etwa 19-24 Nukleotiden bezeichnet
und wurden erstmals 1993 im Nematoden Caenorhabditis elegans entdeckt und
in der wissenschaftlichen Literatur beschrieben [172]. MiRNA-kodierende Tran-
skripte werden von der RNA-Polymerase-I| transkribiert und erzeugen dabei eine
haarnadelférmige Schleife, die die Pri-miRNAs enthalt. Die Pri-miRNA wird im
Nukleus von einem Multiproteinkomplex namens Mikroprozessor, der ein nukle-
ares RNAse-1lI-Enzym (Drosha) und ein RNA Bindungsprotein (DGCR8/Pasha)
enthalt, zu Vorlaufer-miRNAs (Pra-miRs) verarbeitet [173-176]. Pra-MiRNAs
werden im Anschluss, vermittelt durch Exportin-5 in das Zytoplasma transportiert,
in welchem eine weitere RNAse-lll (Dicer) die Pra-MiRNA in reife miRNA-
Duplexe umwandelt, die aus zwei ca. 22 Nukleotid langen RNA-Molekulen be-
steht [177, 178]. Zur Bildung des RISC Ribonukleinkomplexes interagiert die
RNAse-Ill Dicer mit dem Protein PACT, das wiederum das Protein Argonaut2
(Ago2) rekrutiert [179-181]. Daraufhin wird einer der miRNA-Strange abgebaut,
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wahrend der andere miRNA-Strang durch Sequenzkomplementaritat an die Ziel-
mMRNA bindet und schliel3lich deren translationale Repression verursacht [182,
183].

MiR-34a und miR-34b/c sind zentrale Mediatoren der Tumorsuppression
[184], da sie verschiedene Krebs-relevante biologische Prozesse, wie Prolifera-
tion [185], Invasion und Metastasierung inhibieren [186-188]. Sowohl miR-34a
als auch miR34b/c wurden als direkte p53-Ziel-miRNAs beschrieben [189-192].
Mehrere umfassende Expressionsstudien zeigten, dass miR-34a die starkste In-
duktion aller MikroRNAs durch p53 aufweist [193]. Eine Inaktivierung von miR-
34a resultiert allerdings weder alleine noch in Kombination mit einem aktivierten
c-Myc Gen in einer Bildung von Tumoren bei Mausen [194]. Zusatzliche geneti-
sche Veranderungen oder pro-tumorigene Einflisse fuhren jedoch zu einer ge-
steigerten Tumorbildung und -progression in einem Mausmodell fur Prostata-
krebs. So konnte eine Kooperation zwischen p53 und miR-34a nachgewiesen
werden [195]. Daruber hinaus resultierte die Deletion von miR-34a in einer Ver-
starkung der Adenombildung im APC™"*-Mausmodell fiir vererbte Kolorektalkar-
zinome und in einer Reduktion der Uberlebenszeit dieser Mause [196]. In muri-
nen Kolitis-assoziierten Kolorektalkarzinomen fluhrte Mir34a-Defizienz zu einem
Fortschreiten der Tumorprogression und sogar zu invasiven KAKs, die durch die
Muscularis mucosa drangen [188]. In murinen sporadischen Kolorektalkarzino-
men wurde gezeigt, dass die simultane intestinale zellspezifische Inaktivierung
von Mir34a und p53 zu einem verstarkten Fortschreiten der Karzinome und zur
Bildung von Lymphknotenmetastasen fuhrt [197], wahrend eine intestinal-zell-
spezifische Deletion von p53 zum selben Untersuchungszeitpunkt lediglich in ei-
ner lokalen Invasivitat resultiert [198]. Zudem sind MikroRNAs durch TME Model-
lierung an der Tumorprogression beteiligt [199, 200]. Mittlerweile wurde in einer
Studie ex vivo aufgezeigt, dass die Expression von miR-34 eine pro-tumorale
,M2“ Polarisation unterdrickt und dadurch einen anti-tumoralen ,M1“ Zustand
vermittelt. Die Behandlung mit Antago-miR-34a hingegen forderte die pro-tumo-
rale ,M2“ Makrophagenpolarisation in dreifach-negativen Brustkrebszellen [201].
Eine weitere Studie an Magen-Tumorzellen zeigte eine inhibierende Rolle von

miR-34a durch Inhibition von PD-L1 auf das Tumorwachstum auf [202].
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2.5 Ziele der Promotionsarbeit
In dieser Promotion wurden folgende Fragestellungen/Ziele bearbeitet:

Verifizierung des Kolonie-stimulierenden Faktor 1 Rezeptors (CSF1R)

als Ziel-mRNA von Mir34a in Mausen

Charakterisierung der Effekte einer myeloischen Mir34a-Defizienz in ei-
nem Mausmodell fir Kolitis-assoziierten Darmkrebs durch Einzelzell-

RNA-Sequenzierung

Charakterisierung der Effekte einer genetischen Inaktivierung von Csfr1
auf das Fortschreiten von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Mausen mit

myeloischer Mir34a-Defizienz

Charakterisierung der Effekte einer therapeutischen Csf1r-Inhibition auf
das Fortschreiten von Kolitis-assoziiertem Darmkrebs in Mausen mit

myeloischer Mir34a-Defizienz
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3. Zusammenfassung:
MiR-34a ist ein direktes Zielgen des Tumorsuppressors p53, welches bei Kolo-
rektalkarzinomen haufig epigenetisch inaktiviert wird. Da die in vivo Rolle der
Mir34a/Csf1r-Ruckkopplungsschleife bisher unbekannt ist, bestatigten wir zu-
nachst die Konservierung der Regulation von Csf7r durch miR-34a in Mausen.
Um zu untersuchen, ob Auswirkungen einer Mir34a-Defizienz auf die Tumor-
progression hauptsachlich durch Mir34a-defiziente Tumorzellen oder durch
Mir34a-defiziente, myeloische Zellen verursacht werden, generierten wir Mause
mit myeloischer Deletion (Mir34a*"v¢) sowie mit intestinal-epithelial spezifischer
Deletion (Mir34a%'£€) von Mir34a und induzierten in diesen Kolitis-assoziierte Ko-
lorektalkarzinome. Uberraschenderweise zeigten Tumore in Mausen mit myeloi-
scher Mir34a-Defizienz eine erhdhte Invasivitat im Vergleich zu denjenigen mit
intestinal-epithelialer Mir34a-Defizienz, was auf eine tumorsuppressive Rolle von
Mir34a sowohl in myeloischen als auch in intestinalen Zellen schlieRen lasst. Um
die Auswirkung der Mir34a-Defizienz in myeloischen Zellen auf KAKs weiter zu
charakterisieren, fuhrten wir eine Einzelzell-RNA-Sequenzierung durch. Dabei
beobachteten wir in Mir34a*Mve-KAKs einen Anstieg von Neutrophilen und Mak-
rophagen, der vermutlich auf eine erhdhte Cxcr2- und Csf1r-SignalUbertragung
zuruckzufuhren ist und eine Abnahme der epithelialen KAK-Zellen im Vergleich
zu Wildtyp-KAKs. Interessanterweise zeigte ein Subtyp von KAK-Zellen von M&au-
sen mit myeloischer Mir34a-Defizienz einen Anstieg von Entziindungssignalen
mit teilweiser mesenchymaler Signatur, was schlussfolgern lasst, dass diese
KAK-Zellen fur eine verstarkte Migration und Invasion verantwortlich sein konn-
ten. Die Subklassifizierung von Neutrophilen ergab einen Subtyp (TAN5), der
hauptsachlich in Mir34a2Me-KAKs vorkommt und einen Anstieg des IL6/STAT3-
Signalweges sowie des reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)-Signalweges auf-
weist. DarUber hinaus war die Expression von Mmp9, neben anderen Mir34a-
Ziel-mRNAs, erhoht und kdnnte daher ein essentieller Faktor fur die Tumorzellin-
vasion in myeloisch Mir34a-defizienten KAKs sein. Bei der Untersuchung der
Makrophagen-Subtypen wurde eine Erhdhung der Mrc1*-Makrophagen und eine
Abnahme der Nos2*-Makrophagen in Mir34a*Mve-K AKs beobachtet, was auf eine
Verschiebung der Makrophagenpolarisierung in Richtung tumorférdernde Fahig-

keiten aufgrund der myeloischen Defizienz von Mir34a hindeutet. Dartber hinaus
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war in Mir34a*Mve-KAKs eine erhohte Pravalenz des Cdk8*-Makrophagen-Sub-
typs festzustellen, welcher eine erhdhte Expression der mRNAs von Enzymen,
die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind aufwies. Dies deutete eben-
falls auf eine erhéhte ,M2“-Makrophagenpolarisierung hin. Zusatzlich waren 21
veroffentlichte und 32 potentielle, noch nicht veroéffentlichte Mir34a-Ziel-mRNAs
in Mir34a®Mve-Makrophagen hochreguliert. Finf dieser hochregulierten, verof-
fentlichten Mir34a-Ziel-mRNAs, Csf1r, Axl, Foxp1, Ccr1, Nampt und Tgfbr2, wur-
den in mindestens 50% der Zellen exprimiert. lhre Expression erwies sich im
Makrophagen-Subtyp Mrc1* am héchsten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der myeloische Verlust von Mir34a zu einer Zunahme von Makrophagen mit
pro-tumorigenen Fahigkeiten fuhrt, vermutlich durch die Hochregulierung von
Ziel-mRNAs wie Csf1rund Axl. Ein Vergleich von Mir34a-defizienten mit Mir34a-
positiven BMDMs zeigte eine erhohte Migration von Mir34a-defizienten BMDMs
sowie eine verstarkte Migration von CT-26-Zellen bei Ko-Kultivierung mit
BMDMs, die eine Mir34a-Defizienz aufwiesen. Als nachstes wurde die Hypo-
these untersucht, ob Stickstoffmonooxid/NO (english: nitric oxide) fur die Induk-
tion von Mir34a wahrend einer Entzindungsreaktion verantwortlich sein konnte.
Tatsachlich fuhrt die NO-Behandlung von BMDMs zu einer p53-abhéangigen In-
duktion der pri-Mir34a-Expression, was eine Erklarung dafir sein kdnnte, wie die
myeloische Mir34a-Expression unter inflammatorischen Bedingungen induziert
wird. Durch den Nachweis von M1- und M2-Markern in Mir34a-positiven und -
defizienten BMDMs und KAKs wurde die Zunahme der tumorférdernden Makro-
phagen in KAKs mit myeloischem Verlust von Mir34a bestatigt. Diese Ergebnisse
legten nahe, dass Mir34a die Migration und Invasion durch Suppression des tu-
morférdernden Phanotyps von Makrophagen verhindert. Der myeloische Verlust
von Mir34a zeigte in verschiedenen Analysen erhdhte Csf1r-Expressionsniveaus
auf, weshalb wir Mause mit gleichzeitiger heterozygoter und homozygoter myelo-
ischer Deletion von Csf1rund Mir34a generiert und deren KAKs analysiert haben.
Die Ergebnisse zeigen, dass die erhohte Csf1r-Expression ein wichtiger Mediator
der Mir34a-Effekte ist und implizieren, dass Mir34a den tumorfordernden Phano-
typ der Makrophagen und die KAK-Progression zumindest teilweise durch Unter-
drickung der Csf1r-Expression hemmt. Aufgrund des erhdhten Csf1r-Expressi-

onsniveaus in myeloischen Mir34a-defizienten KAKs und die Neutralisierung des
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Effekts durch die gleichzeitige myeloische Deletion von Csf1rund Mir34a befass-
ten wir uns als nachstes mit der Frage, ob die Inhibition von Csf1r fur KAKs mit
beeintrachtigter myeloischer Mir34a-Expression von Vorteil sein kdnnte. Die Er-
gebnisse zeigen, dass myeloisch Mir34a-defiziente KAKs verstarkt auf die Be-
handlung mit Csf1r-Inhibitoren reagieren, was teilweise mit den Beobachtungen
bei den genetisch veranderten Mausen Ubereinstimmte. Insgesamt liefert diese
Studie Hinweise darauf, dass die myeloische Mir34a Expression den tumorfor-
dernden Makrophagen-Phanotyp und damit die KAK-Progression zumindest teil-
weise durch Herabregulierung der Csf1r-Signalgebung hemmt. Dartber hinaus
wurden in dieser Studie mehrere unverodffentlichte, potentielle Mir34a-Ziel-
mRNAs identifiziert, die die KAK-Progression vorantreiben kdnnten. Die gezielte
Beeinflussung dieser und weiterer Faktoren, die in myeloischen Zellen des TME
dereguliert sind und in dieser Studie identifiziert wurden, konnte die KAK-Thera-

pie in Zukunft verbessern.
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4. Summary (English):

The MiR-34a miRNA is encoded by a direct target gene of the tumor suppressor
gene p53 and is commonly epigenetically inactivated in colorectal cancers. As
the in vivo role of the previously identified Mir34a/Csf1r feedback loop remained
unknown, we first confirmed that Csf1r is a conserved miR-34a target mRNA in
mice.

To investigate whether the effects of Mir34a-deficiency on tumor progression
are driven mainly by Mir34a-deficient tumor cells or whether Mir34a-deficient my-
eloid cells are also involved, we generated mice with myeloid cell specific deletion
(Mir34a*Mv¢) and intestinal-epithelial cell specific deletion (Mir34a*'’£¢) of Mir34a
and induced colitis-associated colorectal cancer (CAC) in these. Surprisingly,
mice with myeloid Mir34a-deficiency showed enhanced invasiveness of CACs
when compared to mice with intestinal-epithelial cell specific deficiency of Mir34a
suggesting a tumor suppressive role of Mir34a in both - myeloid and intestinal
cells. We performed single-cell RNA sequencing, to further characterize the effect
of Mir34a-deficiency in myeloid cells on CACs. Thereby, we observed an eleva-
tion of neutrophils and macrophages in Mir34a*™v¢ CACs which presumably oc-
curred due to increased Cxcr2 and Csf1r signaling and a decrease in epithelial
CAC cells when compared to wild-type CACs. Interestingly, CAC cells of myeloid
Mir34a-deficient mice displayed an increase in inflammatory signaling with a par-
tially mesenchymal signature suggesting that those CAC cells might be respon-
sible for enhanced migration and invasion. Sub-clustering of neutrophils revealed
a subtype (TANS5), which was primarily present in Mir34a?"e CACs and showed
an elevation of IL6/STATS3 signaling as well as reactive oxygen species (ROS)
signaling. In addition, next to other Mir34a target mRNAs, Mmp9 was elevated
and could therefore also be an essential contributing factor to tumor cell invasive-
ness in myeloid Mir34a-deficient CACs. Examining the subtypes of macro-
phages, an elevation of Mrc1* macrophages and a decrease of Nos2* macro-
phages in Mir34a*Mv¢ CACs was observed suggesting a shift of macrophage po-
larization towards pro-tumorigenic phenotype due to myeloid loss of Mir34a. In
addition, in Mir34a*v¢ CACs an increased prevalence of the subtype of Cadk8*
macrophages was observed. These macrophages displayed an up-regulation of
mRNAs encoding enzymes that are involved in oxidative phosphorylation also

indicating an “M2” macrophage polarization. Additionally, 21 published and 32
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potential, not yet published, Mir34a target mRNAs were upregulated in
Mir34a*Mve macrophages. Five of the upregulated, published Mir34a target
MmRNAs, Csf1r, Axl, Foxp1, Ccr1, Nampt and Tgfbr2, were expressed in at least
50% of cells and their expression was highest in the macrophage subtype Mrc1*.
These results indicate that myeloid loss of Mir34a leads to an elevation of mac-
rophages with pro-tumorigenic abilities presumably by up-regulation of target
mMRNAs, such as Csf1r and Axl. By comparing Mir34a-deficient with Mir34a-pro-
ficient BMDMs, we observed increased migration of Mir34a-deficient BMDMs as
well as enhanced CT-26 cell migration when co-cultured with Mir34a-deficient
BMDMs. We next hypothesized that nitric oxide (NO) might also be responsible
for the induction of Mir34a during inflammation. Indeed, NO-treatment of BMDMs
led to induction of pri-Mir34a expression in a p53-dependent manner, providing
an explanation of how myeloid Mir34a expression might be induced under phys-
iological conditions. By mRNA analysis and immunohistochemical staining of M1-
and M2-marker in Mir34a-proficient and -deficient BMDMs and CACs the in-
crease of pro-tumoral macrophages in CACs with myeloid loss of Mir34a was
confirmed and suggested that Mir34a may prevent migration and invasion by
suppressing the pro-tumoral phenotype of macrophages. As with myeloid loss of
Mir34a elevated Csf1r expression levels were detected by several approaches,
we generated mice with concomitant, heterozygous as well as homozygous, my-
eloid deletion of Csf1r and Mir34a and analyzed their CACs. The results showed
that the increased Csf1r expression is an important mediator of the effects of
Mir34a inactivation and imply that Mir34a inhibits the pro-tumoral phenotype of
macrophages and CAC progression at least in part by decreasing Csf1r expres-
sion. Due to the elevated Csf1r expression levels in myeloid Mir34a-deficient
CACs and the reversed effect by concomitant myeloid deletion of Csf1r and
Mir34a, we next addressed the question whether Csf1r inhibition might be bene-
ficial for CACs with impaired myeloid Mir34a expression. The results demonstrate
that myeloid Mir34a-deficient CACs are more sensitive to Csf1r inhibitor treat-
ment. This was in partial agreement with the observations made in the genetically
modified mice. Overall, this study provides evidence that myeloid Mir34a expres-
sion inhibits a pro-tumoral “M2” macrophage phenotype and thereby CAC pro-
gression, at least in part, by down regulation of Csf7r signaling. Furthermore, this

study also identified several unpublished, potential Mir34a target mMRNAs, which
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are deregulated in myeloid cells of the TME and might drive CAC progression.

Targeting these may improve CAC therapy in the future.
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5. Paperl

Csf1r mediates enhancement of intestinal tumorigenesis
caused by inactivation of Mir34a
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Myeloid Mir34a suppresses colitis-associated colon cancer:
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