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HEINRICH‐HEINE‐UNIVERSITÄT DÜSSELDORF 

Abstract 

Doctor rerum naturalium 

Genetic Heterogeneity of Cancer Stem Cells 

by Jörg Otte 

The nature of human stem cells varies enormously. Precious early embryonic stem cells, 

inheriting  the  greatest  developmental  potential,  exist  only  transiently  despite  their 

inexhaustible ability to self‐renew. Adult stem cells, on the other hand, have a highly 

restricted developmental potential but maintain our organs  life‐long. Mechanisms of 

cellular  plasticity  emerging  during  normal  tissue  regeneration  are  often  hijacked  by 

cancer cells conferring them stem cell‐like qualities. These cancer stem cells (CSCs) are 

an enigmatic cellular specification often described as the root of a tumor’s malignancy 

as they contribute to cancer relapse, progression and the metastatic process. One major 

aim  of  this  thesis  was  to  better  understand  the  ongoing  self‐renewal  of  CSCs.  We 

obtained  colon  cancer  patient‐derived  organoids  as  newfangled  ex  vivo  cell  culture 

model. By adapting culture conditions, we selected for highly malignant colon cancer 

cells  capable  of  organoid  formation  with  low  cell  culture  requirements,  implying 

autonomous  self‐renewal  capacities.  However,  we  know  from  adult  and  embryonic 

stem cell culture that the fibroblast growth factor 2 (FGF2) is essential for maintaining 

self‐renewal of stem cells. In view of this, we investigated the role of FGF2 in colorectal 

cancer  biopsy‐derived  organoids  identifying  FGF2  as  a  central  player  in  organoid 

formation  and  self‐renewal  of  colon  CSCs.  Interestingly,  when  we  inhibited  FGF2‐

signaling,  we  not  only  observed  an  abrogated  organoid  formation  and  cellular 

differentiation,  but  also  detected  many  molecular  similarities  with  mechanisms  of 

resistance against epidermal growth factor (EGF) receptor targeted therapies. 

In another study, we were the first to describe the transcriptome of aggressive digital 

papillary  adenocarcinomas  (ADPA).  In  this  comprehensive  analysis,  we  detected  a 

deregulated FGF‐signaling pathway presumably contributing to the high malignancy of 

this rare tumor entity. 

The  heterogeneity  of  stem  cells  is  not  only  important  in  tumor  biology.  During 

embryonic development, different cell types originate from one single cell, the zygote. 
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Within the first cell divisions, a period called pre‐implantation development, embryonic 

genome activation and early cell lineage commitments define the onset of specification 

programs leading to the tremendous complexity of the human body. Detailed molecular 

analyses  of  these  events  require  modern  techniques  to  simultaneously  analyze  the 

genome, transcriptome and epigenome of single cells. In a state‐of‐the art review, we 

discuss new insights by modern methods and persisting challenges in single‐cell analysis 

in pre‐implantation embryos as well as in primordial germ cells. The described methods 

are  just  as  relevant  to  understand  the  heterogeneity  of  CSCs,  their  plasticity  and 

mechanisms of tumor progression.  
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Zusammenfassung 

Humane  Stammzellen  zeichnen  sich  durch  eine  große  Vielseitigkeit  aus.  Das  größte 

Entwicklungspotenzial  haben  embryonale  Stammzellen,  welche  sich  theoretisch 

beliebig  oft  selbst  erneuern  können,  jedoch  nur  kurzzeitig  während  der  frühen 

Embryonalentwicklung  existieren.  Nach  Abschluss  der  frühen  Reifung  sind  adulte 

Stammzellen  für  die  lebenslange  Aufrechterhaltung  und  Regeneration  von Geweben 

und Organen unverzichtbar. Sie besitzen lediglich ein begrenztes Potenzial sich in andere 

Zelltypen zu entwickeln, sind jedoch ebenfalls zu grenzenloser Selbsterneuerung fähig.  

Im Falle einer malignen Entartung können diese Eigenschaften einer zellulären Plastizität 

sowie  einer  unbegrenzten  Selbsterneuerung  von  Tumorzellen  übernommen werden, 

was  ihnen  stammzellähnlichen  Charakter  verleiht.  Diese  sogenannten 

Krebsstammzellen sind eine  in vielerlei Hinsicht noch unverstandene Ausprägung der 

Tumorzellen.  Es  wird  jedoch  vermutet,  dass  sie  entscheidend  zu  der  Bildung  von 

Rezidiven und Metastasen des Tumors beitragen und somit die Ursache der Malignität 

von Tumoren darstellen. 

Für  ein  besseres  Verständnis  der  ständigen  Selbsterneuerung  von  Krebsstammzellen 

untersuchten  wir  im  Hauptteil  dieser  Arbeit  primäre  Kolonkarzinomzellen  in 

dreidimensionalen  ex  vivo  Organoid‐Modellen.  Wir  modifizierten  die 

Kulturbedingungen  des  Organoid‐Models  um  ausschließlich  hoch‐maligne 

Kolonkarzinomzellen  zu  kultivieren.  Die  so  selektierten  Tumorzellen  zeichnen  sich 

dadurch  aus,  dass  sie  unter  minimalen  Wachstumsbedingungen  Organoide  bilden 

können, was auf eine hohe intrinsische Fähigkeit zur Selbsterneuerung schließen lässt. 

Aus  Zellkulturexperimenten mit  adulten  und  embryonalen  Stammzellen  ist  bekannt, 

dass  der  Fibroblasten‐Wachstumsfaktor  2  (FGF2)  essentiell  ist,  um  diese 

Stammzelleigenschaften der ständigen Selbsterneuerung aufrecht zu erhalten.  In den 

beschriebenen  Organoid‐Kulturen  untersuchten  wir  den  Einfluss  von  FGF2  auf  die 

Selbsterneuerung  dieser  primären  Darmkrebszellen  und  konnten  zeigen,  dass,  im 

Rahmen  unserer  Kulturbedingungen,  diese  relativ  autonomen,  hoch‐malignen 

Tumorzellen auf einen aktiven FGF‐Signalwegs angewiesen sind. Weiter beobachteten 

wir nicht nur einen Verlust der Fähigkeit zur Organoidbildung, sondern detektieren viele 

molekulare Effekte ähnlich der Resistenzbildung gegen die therapeutisch‐angewandten 

Epidermalen‐Wachstumsfaktor (EGF) ‐Rezeptor‐Inhibition. 

In einer Studie zum aggressiven digitalen papillären Adenokarzinom (ADPA) ist es uns 

erstmalig gelungen das Transkriptom dieser  seltenen Tumorart  zu beschreiben. Auch 
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hier beobachteten wir eine Entartung des FGF‐Signalwegs, was vermutlich zu der hohen 

Malignität dieser Erkrankung beiträgt. 

Die allgemeine Heterogenität von Stammzellen ist jedoch nicht nur in der Tumorbiologie 

von  Bedeutung. Während  der  frühen  Embryonalentwicklung  entstehen  eine  Vielzahl 

von  verschiedenen  Zelltypen  aus  nur  einer  Zelle,  der  Zygote. Während dieser  ersten 

Zellteilungen, die noch vor der Einnistung der befruchteten Eizelle  in die Uteruswand 

stattfinden, definieren die embryonale Genomaktivierung sowie die ersten zellulären 

Spezialisierungen  den Beginn weiterer  Entwicklungen  die  zu  der  großen  Komplexität 

aller Zellen des menschlichen Körpers führen. Detaillierte molekulare Analysen dieser 

frühesten  Ereignisse  erfordern  moderne  Techniken  um  gleichzeitig  das  Genom,  das 

Transkriptom sowie das Epigenom von Einzelzellen zu untersuchen. In einem aktuellen 

Review‐Artikel  diskutieren  wir  Fortschritte  und  bestehende  Herausforderungen  der 

Einzelzellanalyse während der frühesten Embryonalentwicklung sowie in primordialen 

Keimzellen.  Die  beschriebenen  Methoden  kommen  ebenso  in  der  modernen 

Tumorforschung zum Einsatz, um die Plastizität und die Progression von Tumoren sowie 

von Krebsstammzellen in ihrer Heterogenität zu verstehen. 
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1. Introduction 

1.1. Pluripotent Stem Cells 

A  general  definition  of  stem  cells  includes  two  functional  features,  the  potential  of 

unlimited self‐renewal while also being able to produce differentiated progenies. A cell 

division generating two equal daughter stem cells is called symmetric cell division and 

increases  the number of  stem  cells.  An  asymmetric  cell  division,  on  the other  hand, 

generates one daughter cell that differentiates to a mature cell type, while the other 

daughter  cell  stays  in  an undifferentiated  state and maintains  the pool of  stem cells 

within a tissue. A further classification of stem cells is inferred by their developmental 

potential [1].  

The direct product of fertilization, the zygote and its early derivatives, the blastomeres, 

are defined as totipotent. They hold the potential to develop into the embryo proper 

and  all  extraembryonic  tissues  such  as  the  placenta,  the  amnion  or  the  yolk  sac.  By 

ongoing successive cell divisions,  the compacted morula originates, and cells  start  to 

polarize generating  the blastocyst,  the  first morphological  structure with distinct  cell 

types. Cells residing inside the blastocyst belong to the inner cell mass (ICM) and are 

considered pluripotent. Pluripotency defines the ability to develop  into all embryonic 

tissues excluding the potential of developing extraembryonic membranes. The potency 

of an early embryonic stem cell can be assessed by different in vivo assays such as the 

ability  to  form  chimaeras  or  teratomas  as  reviewed  in  [1,  2].  However,  it  is  worth 

mentioning  that  no  in  vitro  assay  exists  to  define  the  developmental  potential  of 

totipotent cells.  

Around the time of implantation of the blastocyst into the uterus wall, pluripotent cells 

of the ICM further commit to cells of the primitive endoderm (PE) or epiblast cells (EPI) 

(for details, see 3.2). During post‐implantation development, within the first weeks of 

embryogenesis,  all  totipotent  and  pluripotent  stem  cells  are  gone  defining  toti‐  and 

pluripotency in normal development as transient cell stages. 

Given that totipotency is not relevant in in vitro assays, it is fair to say that pluripotent 

cells  represent  the most  crucial  cell  stage  for  stem  cell  research.  Even  though  early 

embryonic  stem  cells  exist  only  transiently,  their  unlimited  potential  of  self‐renewal 

allows the derivation of human embryonic stem cell (hESC) lines from the ICM of the 

blastocyst, first successfully established by J. Thomson in 1998 (Figure 1) [3]. From these 

cultured  and,  by  that,  artificial  hESCs,  scientists  gained  substantial  insights  into 

mechanisms  of  maintaining  pluripotency  and  self‐renewal.  Taking  into  account  that 

previous knowledge of mouse embryonic stem cells could only partially be transferred 
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to the human situation, first attempts of culturing hESC demanded intensive effort [4]. 

Since hESC can only be obtained from a blastocyst, the starting point of a human being, 

ethical restrictions need to be considered.    

A milestone in regenerative medicine was reached when Takahashi and Yamanaka first 

induced pluripotency in adult mouse fibroblast in 2006 and in human fibroblasts in 2007 

[5, 6]. IPSCs are ethically defensible and can nowadays be obtained from nearly every 

somatic  cell  type  of  every  individual.  They  are  an  appropriate model  to  understand 

mechanisms of human pluripotency and stem cell self‐renewal and can be used to study 

developmental and differentiation processes (Figure 2). They can further be applied in 

drug screening assays when, for example, the toxicity of cardio‐active drugs needs to be 

tested on patient‐derived cardiomyocytes [7].  

 

 

 
Figure 1. Embryonic Stem Cells 
During the pre‐implantation stage, the zygote forms the morula by successive cell divisions and 
later  develops  into  the  blastocyst.  After  implantation,  the  inner  cells  of  the  blastocyst  will 
develop into the embryo proper. In artificial embryonic stem cell culture, these pluripotent cells 
are capable of infinite self‐renewal as well as they can be differentiated into all cell types of the 
body. With kind permission taken from [4]. 
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1.1.1. Molecular Mechanisms of Pluripotency 

It  is known from gene expression analyses in preimplantation embryos that the POU‐

domain containing transcription factor OCT4 (POU5F1) is expressed in the unfertilized 

oocyte  and  in  the  blastocyst  where  it  regulates  the  development  of  the  ICM  and 

maintains  its pluripotency  [8]. Reprogramming of adult  somatic  cells  is based on  the 

induced expression of core transcription factors facilitating pluripotency. The group of 

Yamanaka successfully induced pluripotency in human fibroblasts by the transduction 

of the core transcription factors OCT4, SOX2, KLF4 and c‐MYC when, in the same year, 

Thomson’s  group  also  achieved  a  stable  human  iPSC  line  by  transducing  the 

transcription  factors OCT4,  SOX2, NANOG  and  LIN28  [6,  9]. While  OCT4  is  the most 

crucial and defined factor for successful reprogramming, other factors can be replaced 

or  substituted.  Despite  the  fact  that  NANOG  was  not  party  of  Yamanaka’s  initial 

reprogramming strategy, it is nowadays assumed that OCT4, NANOG and SOX2 build a 

tripartite  auto‐regulatory  loop  which  sustains  pluripotency  and  self‐renewal  by 

collectively binding target gene promoters [1, 10].  

 

 

 

Figure 2. Induced Pluripotent Stem Cells 
Mature somatic cells, such as fibroblasts, can be reprogrammed to pluripotent cells, e.g. by the 
transduction of the Yamanaka factors OCT4, SOX2, KLF4 and c‐Myc. Like embryonic stem cells, 
induced  pluripotent  stem  cells  can  be  differentiated  into  all  cell  types  of  the  body.  These 
autologous cells are hoped  to become a precious  therapeutic  tool  in  regenerative medicine. 
With kind permission taken from [4]. 
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NANOG  and  OCT4  represent  important  molecular  markers  when  testing  cells  for 

pluripotency. Especially  the  isoform OCT4A  is highly  specific  for pluripotent cells and 

should  not  be  confused  with  other  isoforms  or  pseudogenes  which  can  lead  to 

misidentification of stem cells and their potential [11, 12]. 

The core transcription factors OCT4, SOX2 and NANOG not only enable pluripotency but 

also regulate a wide range of target genes needed for its long‐term maintenance. This 

process is called self‐renewal and describes proliferation without differentiation. While 

the expression of OCT4 is highly restricted to pluripotent stem cells, genes enabling self‐

renewal are commonly used by many cell types. Some of these signaling cascades are 

well investigated and highly depend on extrinsic signals from the cellular environment 

or  on  the  in  vitro  cell  culture  conditions,  respectively.  Interestingly,  many  of  these 

cytokines  or  transcription  factors  are  induced  by  OCT4,  but  also  fulfill  important 

functions  in  higher  differentiated  progenitor  or  somatic  cells  which  lack  any  OCT4 

expression.  By  OCT4  knock‐down  and  chromatin‐immunoprecipitation  experiments, 

which analyze OCT4 binding sites within gene promoters,  it could be shown that  the 

FGF,  TGF‐β  and  Wnt  signaling  pathways  essentially  contribute  to  OCT4‐driven  self‐

renewal [10, 13]. Many interconnections between these pathways exist but at least in 

in  vitro  hESC  culture,  the  cytokine  FGF2  is  known  to  extensively  modulate  TGF‐β 

signaling and also affects Wnt expression. By inducing the expression of TGF‐β ligands 

TGFB1,  NODAL,  Activin  A  (INHBA)  and  simultaneously  repressing  BMP4  activity  by 

activating its antagonists GREM1 and CER1, FGF2 essentially regulates the self‐renewal 

of  pluripotent  cells  (Figure  3).  Downstream  effects  of  this  complex  signaling  are 

integrated  by  different  isoforms  of  receptor‐SMAD  proteins.  The  phosphorylation  of 

SMAD2/3  by  the  TGF‐β  receptors  TGFBR1  (ALK5),  ALK4  and  ALK7  leads  to  nuclear 

translocation of the SMAD‐proteins allowing self‐renewal [14]. Indeed it was shown that 

the  pharmacological  inhibition  of  the  receptors  ALK4/5/7  by  the  small  molecule 

SB431542 prevents the pluripotency promoting effect of FGF2 [15]. The TGF‐β receptors 

ALK1, ALK2 as well as BMPR1A and BMPR1B phosphorylate  the proteins SMAD1/5/8 

which induce differentiation after nuclear translocation [14, 16]. In this cascade, FGF2 

expression  is  induced  by  OCT4  and  regulates  TGF‐β  signaling  which  induces  the 

expression  of  the  core  transcription  factors  OCT4,  SOX2  and  NANOG  in  terms  of  a 

regulatory  feedback  loop.  However,  FGF2  is  still  indispensable  as  an  exogeneous 

stimulus in cell culture medium to avoid differentiation. This additionally underlines its 

central role in pluripotency and self‐renewal.  

As  mentioned  above,  the  expression  of  OCT4  and  NANOG  can  only  be  detected  in 

pluripotent stem cells, while the reciprocal modulation of self‐renewal associated 
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pathways is found in many cell types and not necessarily stem cell specific. An induction 

of OCT4 and NANOG by FGF2, however, depends on epigenetic mechanisms, which are 

also  largely  regulated  by  the  core  transcription  factors  and  other  mechanisms  as 

reviewed in [1, 17].  

 

 
Figure 3. FGF2 Regulates Self‐Renewal via TGF‐β Members 
The  self‐renewal of pluripotent  cells depends on  FGF2‐signaling  regulating  the expression of 
cytokines of the TGF‐β family. Heteromeric combinations of different TGF‐β receptors lead to 
SMAD‐protein phosphorylation and nuclear translocation. The phosphorylated SMAD2/3 dimer 
allows self‐renewal, while the phosphorylated SMAD1/5/8 heteromer induces differentiation. 
With kind permission taken from [14]. 
 
 

1.2. Adult stem cells 

As every stem cell, adult stem cells are able to self‐renew but exhibit a differentiation 

potential which is much more restricted than that of pluripotent stem cells. Multipotent 

adult  stem  cells  can  produce  all  cell  types within  their  cell‐lineage  but  in  vivo  never 

differentiate into cells of other tissues [1]. Unipotent stem cells can generate only one 

cell type, while progenitor cells are undifferentiated precursors that lack the ability of 

unlimited  self‐renewal  and  therefor  do  not  count  as  stem  cells.  In  comparison  to 

pluripotent stem cells, which exist only transiently during human development, adult 

stem cells regenerate and maintain our tissues lifelong. Due to the great complexity of 

the human body, the pool of adult stem cells  is highly heterogeneous with each type 

having different specifications (Figure 4).  

Not long ago, adult stem cells were described as rare and quiescent cells with limited 

self‐renewal capacity regenerating the organ by asymmetric cell division [4]. Researches 

were  looking  for  a  well‐defined  cell  population  in  each  tissue,  which  should  be 

identifiable by a clear marker expression [18]. The prototype of this concept was the 

hematopoietic system with its stem cells located within the bone marrow. In irradiated 

patients,  e.g.  in  the  case  of  leukemia  therapy,  bone  marrow  transplantation  can 
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regenerate the whole blood system of the recipient. The environment of hematopoietic 

stem cells was well characterized and putative progenitor cells within the hierarchy of 

differentiation were identified by surface marker expression.   

However, data of the last decade, obtained by complex lineage tracing experiments in 

genetic modified mouse models and new ex vivo cell culture strategies, challenged this 

view not only in the hematopoietic system but also in other tissues in which adult stem 

cells were never definitely identified [18, 19]. Especially in organs such as the intestine, 

the skin or the airway epithelium with high turn‐over rates, meaning strained cells need 

to  be  replaced  frequently,  quiescent  and  asymmetrically  dividing  cells  could  not  be 

identified.  It  was  rather  revealed  that,  upon  injury  and  following  regeneration,  a 

heterogeneous cell population with equal potency of  stem cell‐like qualities  replaces 

lost cells [19, 20]. It has further been shown that the fate of a stem cell’s daughter cell 

is  not  pre‐defined  by  an  intrinsic  determination  to  asymmetrically  divide  but  the 

environment, also referred to as the stem cell niche, extrinsically affects its commitment 

[19, 21, 22]. We will discuss these characteristics of a heterogeneous stem cell pool with 

quiescent and proliferative stem cells, which do not necessarily divide asymmetrically, 

on the intestinal crypt; one well‐investigated stem cell compartment. 

 

 

Figure 4. Adult Stem Cells 
Adult stem cells are multipotent cells with an unlimited self‐renewal capacity. After embryonic 
development,  adult  stem  cells  are  the  only  stem  cells  within  the  body  maintaining  and 
regenerating all organs and tissues lifelong. Adult stem cells are assumed to reside in a highly 
specialized environment, called the stem cell niche, which dictates the stem cell’s fate. With kind 
permission taken from [4].    
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1.2.1. The Intestinal Crypt 

The mucosa of the intestinal tract secretes digesting enzymes, absorbs nutrients and is 

in close contact with microorganisms. These requirements demand an extensive cellular 

turn‐over rate and the epithelial lining of the intestine is completely renewed every five 

to seven days [23, 24]. Having such a high level of constant self‐renewal, the intestine 

became  a  most  tempting  model  to  study  mechanisms  of  tissue  homeostasis  and 

regeneration. Most knowledge about the intestinal stem cell compartment was gained 

from genetic modified mouse models of which not every detail can be transferred to 

humans.  

The small intestine is built by a structure of protrusions into the intestinal lumen, called 

villi,  and  invaginations  called  crypts.  The  villi  increase  the  surface  area  for  a  better 

nutrition uptake, while crypts represent  intestinal glands producing mucus as well as 

they harbor the intestinal stem cells. Villi exist only in the small intestine, but crypts can 

be found across the whole intestine.  

It has been known for many decades now that highly mitotic cells reside at the base of 

the crypt, called crypt base columnar (CBC) cells, and that their progenies continuously 

repopulate the intestinal epithelium. However, their regenerative potential and useful 

markers have been a conundrum for many years. Besides the CBC cells, the crypt base 

is  populated  by  Paneth  cells  secreting  anti‐microbial  compounds  contributing  to  the 

immune  defense  of  the  intestine.  Right  above  the  crypt  base  at  the  so  called  “+4 

position” reside labeling retaining cells (LRCs) assuming that these cells are quiescent 

non‐cycling cells. As stated above, it has been assumed that quiescence, which would 

reduce the risk to acquire DNA mutations during life‐time, would be a hallmark of adult 

stem cells [23].  

Early genetic analyses have revealed that a  loss‐of‐function mutation of  the negative 

regulator of Wnt signaling, APC,  causes  familial adenomatous polyposis, a hereditary 

disease  in which colonic epithelial cells massively proliferate,  form polyps and nearly 

always  develop  colorectal  cancer.  APC  as  well  as  other  genes  of  the Wnt  signaling 

pathway  such  as  β‐catenin  (CTNNB1)  or  AXIN2,  were  further  identified  as  regularly 

affected in the development of non‐hereditary sporadic colorectal cancer [23, 25, 26].  

Besides  the  fact  that  the Wnt  pathway  is  evolutionary  conserved  across  the  entire 

animal  kingdom,  its  central  role  in  the  development  of  human  cancer  supported  an 

intensified research in this area, placing Wnt‐signaling among the best characterized and 

also  most  complex  known  signaling  pathways.  The  canonical  β‐catenin‐dependent 

signaling can be delineated as that a Wnt glycoprotein binds its receptor Frizzled (Fzd) 

together with its co‐receptor Lrp5. Receptor activation inhibits the glycogen synthase 
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kinase 3 (Gsk3) which is part of a destruction complex consisting of Apc, Axin2 and casein 

kinase  Iα  (CkIα).  The  Wnt‐induced  inhibition  of  the  destruction  complex  leads  to 

cytoplasmic β‐catenin accumulation which translocates to the nucleus where β‐catenin 

binds  the  transcription  factors  T‐cell  factor  4  (Tcf4)  and  lymphoid‐enhancer  binding 

factor (Lef) enabling target gene expression [27, 28]. 

When Tcf4 was experimentally transduced and gene expression was compared to cells 

with an artificially disrupted β‐catenin activity, the oncogene and stem cell factor c‐Myc 

was  identified  as  one  highly  regulated  target  gene  of  colon  cells with  aberrant Wnt 

activity. C‐Myc induced a phenotype of strong proliferation, which was abrogated after 

β‐catenin disruption. Additionally, it was shown that the downregulation of c‐Myc leads 

to  differentiation  of  the  cells  [29].  Searching  for  stem  cells  in  the  colon  crypt,  the 

identification of aberrant c‐Myc expression as one important oncogene in colon cancer 

was  of  significance.  However,  c‐Myc  is  a  ubiquitously  expressed  transcription  factor 

involved in many complex cellular processes and no specific factor for the differentiation 

or proliferation of colon cells. Another interesting target gene of high Wnt activity and 

also  associated with  the  less  differentiated  phenotype was  the Wnt‐modulating  cell 

surface protein Leucine‐rich repeat‐containing G‐protein coupled receptor 5 (Lgr5). The 

Lgr5 protein acts as a receptor for the Wnt agonist R‐Spondin (Rspo) which stabilizes the 

expression of the actual Wnt receptor Fzd at the cellular surface [30]. By lineage tracing 

experiments  in genetic modified mice carrying  reporter knock‐in alleles,  an exclusive 

expression of Lgr5 in the CBC cells was revealed. Further, these experiments have shown 

that under normal conditions all  cells of  the  intestinal epithelium were derived  from 

these Lgr5+ CBC cells constituting a sufficient stem cell population [31]. This approach 

was  later  refined  by  a  stochastic  multicolor  Cre‐reporter,  called  confetti  knock‐in, 

allowing fate mapping of neighboring individual stem cells within the same niche. This 

study has shown that Lgr5+ stem cells are perfectly intermingled with Paneth cells which 

were already known to express Wnt ligands and by that induce stemness in the adjacent 

cells.  Even more  interesting was  the observation  that  each heterogeneously  colored 

stem cell compartment drifts into monoclonality. Within eight weeks of lineage tracing, 

crypts and the according villi were composed of single colored daughter cells, indicating 

that the Lgr5+ adult stem cells do not divide asymmetrically but the fate decision of a 

daughter cell is stochastically defined by niche space (Figure 5) [21, 22, 32].  

These  observations,  described  as  neutral  drift,  were  confirmed  in  a  following  study 

showing that multipotent Lgr5+ stem cells, which reside at the border of the stem cell 

compartment, lose their potency when they were passively displaced from the niche by 

cell  divisions  of  the  more  central  cells.  Such  cells  develop  into  transit  amplifying 
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progenitors  without  any  cell  division  [33].  These  studies  conducted  in  genetically 

modified mice  assume  that  Lgr5+‐cells  play  a  pivotal  role  in  the  homeostasis  of  the 

intestinal mucosa. More data underpinning Lgr5+‐cells as multipotent stem cells were 

obtained by the ex vivo organoid model showing that single Lgr5+ stem cells can grow 

“mini‐guts” in culture as described in chapter 1.3.2 [34].  

 

 

Figure 5. Multicolor Reporter “Confetti” 
The confetti reporter labels Lgr5+ intestinal stem cells stochastically with fluorescent proteins. 

All Lgr5+ daughter cells keep expressing the color during their life time, even after differentiation 

into Lgr5‐ negative cells. (a) Every crypt becomes monoclonal over time while different crypts 

express different fluorescent proteins. (b, c) Within 4 to 8 weeks former heterochromatic crypts 

become monochromatic  indicating monoclonality by  competition of  the  stem cells  for niche 

space [32]. https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/; no changes were made 

 

Self‐renewal of intestinal crypts can be well explained by highly proliferative Lgr5+ stem 

cells.  However,  these  cells  depend  on Wnt modulation  and  are,  due  to  their  strong 

proliferation, also highly sensitive to radiation. The regenerative potential upon injury 

of the intestine cannot be explained by Lgr5+‐cells alone. Another cell type ascribed with 

a regenerative potential are the above stated LRC +4 cells which are not affected by Wnt 

inhibition and proliferate much less than Lgr5+‐cells. There is strong evidence that LRCs 

completely regenerate the intestine when Lgr5+‐cells were ablated by radiation or by 

specific knock‐in alleles mediating inducible cell death [35, 36]. In such situations, LRCs 

reverse to a stem cell state and re‐express Lgr5 and also rebuilt the secretory population 

of  Paneth  cells  reconstructing  the  niche  [37].  From  these  observations,  it  has  been 
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concluded  that  Lgr5+  CBC  cells  are  the  intestinal  stem  cell  population  sufficiently 

maintaining homeostasis while LRCs at the +4 position can regain the complete adult 

stem cell potential after injury constituting a reserve stem cell pool [23]. In a more recent 

study, it was shown that late precursor cells of the enterocyte lineage, simple columnar 

epithelial cells which absorb nutrients, can also reverse to a stem cell phenotype. These 

precursors reside at the upper part of the crypt and were traced by a knock‐in reporter 

allele  controlled  by  the  intestinal  alkaline  phosphatase  (Alpi)  promotor.  After  injury, 

Alpi+  cells migrated  down  the  crypt,  dedifferentiated  into  Lgr5+  or  Paneth  cells  and 

rebuilt  the  stem  cell  niche  of  the  crypt  base  resulting  into  a  recovered  intestinal 

epithelium of Alpi+‐derived progenies [38].  

The  mouse  gut  has  a  tremendous  regenerative  potential  as  shown  by  these 

comprehensive studies. Many aspects, for example the existence of LGR5+ multipotent 

stem cells, could be confirmed in humans by organoid cultures [39]. However, the stem 

cell  niche of  human  colon  crypts  is  differing  in  some  respects  such  as  different Wnt 

ligands are expressed and Paneth cells do not exist  in  the terminal colon.  It  is  rather 

assumed that myofibroblasts surrounding the crypt base express Wnt ligands as well as 

other stem cell regulating factors [40].  

Important regulators of stem cell behavior in rodents and humans in the colonic crypt 

are BMPs, which were already discussed in pluripotent stem cells as ligands of the TGF‐

β pathway  inhibiting hESC self‐renewal  (see 0). They  fulfill  a  similar  function  in adult 

stem cells, acting as antagonists of Wnt‐signaling and inhibiting self‐renewal. The local 

concentration of Wnt and BMP molecules is tightly regulated along the crypt axis. Wnt 

ligands and their receptors FZD are highly expressed at the bottom of the crypt, while 

the differentiating BMP ligands and receptors are expressed at the upper crypt parts. 

This ratio is further controlled by the negative Wnt‐regulating factor Dickkopf‐related 

protein (DKK), which is expressed at the crypt base to avoid over‐proliferation within the 

stem cell compartment. The BMP‐antagonist GREM1, also involved in hESC self‐renewal, 

attenuates the effect of BMPs at the medium level of the crypt (Figure 6) [41].  

FGF2,  a  master  regulator  of  pluripotency  in  hESCs,  is  not  as  well  described  in  the 

intestine. Different types of FGFRs and several FGF ligands play important roles during 

embryonic development of the digestive tract and are expressed in the intestine and the 

surrounding stroma in the adult gut. In mice, it has been reported that FGF2 is mainly 

expressed by mesenchymal cells of the intestinal stromal cells where it enhances the 

survival of intestinal stem cells after radiation and is activated during repairing processes 

[42].  Another  study  reported  increased  FGF2  blood  levels  in  patients  with  chronic 
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inflammatory bowel disease  suggesting a  role during  inflammation and  regeneration 

[43].  

Beyond those cytokines named, an even more complex network including factors of the 

Ephrin  or  NOTCH  pathway  are  additionally  involved  in  regulating  self‐renewal  and 

lineage  commitment  of  the  adult  stem  cells  into different  cell  types  of  the  intestine 

which was described elsewhere [40, 41]. 

Intensive research on the  intestinal epithelium has shown that  the high regenerative 

potential is achieved by different stem cell populations. Lgr5 expressing CBC cells are the 

dominant cell type responsible for tissue homeostasis  indicating that adult stem cells 

are not necessarily quiescent or rare and are not predefined to divide asymmetrically  

[19].  The  identification  of  +4  LRCs  revealed  that  at  least  one  other  cell  type  of  the 

intestine  builds  a  reserve  stem  cell  pool  being  able  to  regenerate  the  full  stem  cell 

compartment  upon  injury  indicating  that  the  assumed  hierarchy  of  stem  cell 

differentiation is not unidirectional. This great plasticity further puts the mesenchymal 

niche  of  the  adult  stem  cells  into  focus  which  is  assumed  to  highly  regulate  a  cells 

identity. These findings are also of great  importance for the understanding of cancer 

biology, as cancer cells might also acquire stem cell properties, dedifferentiate and show 

a high plasticity as we will discuss in the following sections.  

 

 

Figure 6. Cell Signaling in the Human Colonic Crypt 
A complex  signaling network  regulates  cellular differentiation within  the  colonic  crypt. Most 
undifferentiated intestinal stem cells (LGR5+) reside at the crypt base determined by a strong 
Wnt‐activity.  Towards  the  upper  part  of  the  crypt,  increasing  BMP  activity  induces 
differentiation  of  colonic  enterocytes.  ISEMF:  Intestinal  subepithelial  myofibroblasts,  SMC: 
smooth muscle cells. With kind permission taken from [41]. Copyright (2007) National Academy of 
Sciences, U.S.A.  
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1.3. Cancer 

The  words  tumor  and  cancer  are  often  used  as  synonyms,  but  they  are  not 

interchangeable. Tumor describes a mass of abnormal cell growth, also referred to as 

neoplasm. Cancer, on the other hand, describes a malignancy of aggressively growing 

cells invading adjacent lymphatic or blood vessels. Most crucial, however, is the cancer’s 

potential  to  spread  and  colonize  distant  organs,  a  process  called  metastatic 

dissemination. In many cases, metastasis represent the life‐threatening incident during 

cancer progression.  

In  carcinomas, which are malignant  solid  tumors of epithelial origin,  the progression 

from a premalignant lesion to an invading and metastasizing cancer is described by a 

multistep progress of acquired properties. These capabilities were assorted by Douglas 

Hanahan and Robert Weinberg as the six hallmarks of cancer in 2000 and revisited in 

2011 [44, 45]. Besides the already mentioned characteristics of sustaining proliferation, 

invasion and metastasis,  the hallmarks  comprise  resisting  cell death, evading growth 

suppression, enabling replicative immortality and inducing angiogenesis. Crucial for the 

stepwise development of these hallmarks is the genetic instability of cancer cells leading 

to  the  accumulation  of  somatic  mutations  in  central  regulatory  positions  of  each 

characteristic. On the one hand, cancer cells are not susceptible for external stimuli such 

as growth suppressors by neighboring cells or apoptosis induction by immunocytes. On 

the other hand, cancer cells highly depend on their environment as they stimulate the 

surrounding stroma  to express  tumor promoting  factors or  they  induce angiogenesis 

[45].  It  is  assumed  that  the  development  of  cancer  starts  with  one  renegade  cell 

acquiring increased proliferation. However, in progressed cancer, different cells are not 

just clones of the cell of origin but are often highly heterogeneous and build complex 

tissues  with  a  specialized  environment.  As  cancer  often  interacts  with  the  whole 

organism,  tumors  can  be  designated  as  abnormal  organs  [46].  Equivalent  to  normal 

organs,  it  has  been  assumed  for many  years  now,  that  cancer  tissues  are  built  by  a 

hierarchy of cells of different potential, with cancer stem cells (CSCs) representing the 

top of this hierarchy. 
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1.3.1. Cancer Stem Cells 

The theory of CSCs suggests  that a subpopulation of cancer cells possesses stem cell 

characteristics,  similar  to  adult  stem  cells, which  continuously  regenerate  the  tumor 

during therapy and colonize metastatic sites. CSCs might also reside in a dormant state 

making them less sensitive for chemotherapy and causing tumor recurrences even after 

many years of cancer remission.  

In healthy  tissue compartments  such as  the  intestinal  crypt,  cellular heterogeneity  is 

triggered by differentiation programs, epigenetic mechanisms and extrinsic stimuli of 

the  environment.  In  cancer  tissue,  an  additional  important  factor  is  the  genetic 

heterogeneity, emanating  from different subclones with diverse mutational patterns. 

This  additional  level of  complexity bedevils  the understanding of  a  cellular hierarchy 

within cancer tissue and due to the many known factors influencing tumor growth, an 

explicit identification of CSCs has not yet been possible. 

It has been known for a long time that an undifferentiated cellular phenotype correlates 

with a worse prognosis, while well‐differentiated cancer cells are usually less malignant. 

This relationship was first described in 1964 in germ cell tumors and teratomas in which 

progenies  of  highly  proliferating  stem‐like  cells  decreased  their  proliferation  upon 

differentiation while retaining the oncogenic driver mutations [47, 48]. However, only 

since it was possible to sort living cells from a tissue context and to engraft a defined cell 

population  into  immunocompromised  mice,  the  correlation  of  stem  cell  marker 

expression with tumorigenicity could be investigated and the CSC concept gained more 

attention [47]. A landmark study about CSCs in carcinomas was published in 2003 by Al‐

Hajj et  al.  showing  that  breast  cancer  initiating  cells  can  be  defined  as  CD44high  and 

CD24low. In colon cancer, CSCs were identified in 2007, when two independent studies 

indicated CD133+ as an appropriate marker [49, 50]. It was reported that CD133+ cells 

initiate xenografts in mice with high efficiency which resembled the parental tumor and 

consisted  of  heterogeneous  cell  populations  implying  self‐renewal  and multi‐lineage 

differentiation. Similar experiments were conducted in other tissues such as in pancreas, 

brain or ovary cancer as reviewed in [47, 51]. Putative CSCs were identified by different 

markers always constituting a rare subpopulation of cells with  tumorigenic potential. 

Similar results were initially obtained in melanoma, reporting a rare subpopulation of 

marker  positive  cells  initiating  tumor  engraftment  [52].  However,  the  concept  of 

analyzing stem cell qualities by tumor initiation in mice was challenged in the same year 

by Quintana et al. They could show that 27% of all unselected primary melanoma cells 

can  induce  tumors  when  transplanted  as  single  cells  [53].  Different  to  earlier 

engraftment experiments, Quintana et al. used a modified assay based on recipient mice 
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which are more highly  immunocompromised by  the  loss of  the  Interleukin‐2 gamma 

receptor  (Il2rg‐/‐) additionally  to  the standard Non‐Obese Diabetic/ Severe Combined 

Immunodeficiency (NOD/SCID) background. Transplantation efficiency could further be 

improved  by  mixing  the  tumor  cells  with  Matrigel  presumably  protecting  the 

transplanted cells from the foreign environment [53].   

It  has  always  been  criticized  that  xenotransplantation  assays  rather  reveal  the 

robustness of a cell against the sorting and engraftment procedure than real stem cell‐

like qualities. To follow the fate of a potential CSC during tumor formation and cancer 

progression,  lineage tracing  in genetic modified mice, as discussed  in 1.2.1, has been 

developed [54].  

After Lgr5+ cells of the intestinal crypt have been identified as potent adult stem cells in 

normal tissue, their role during tumor formation has been investigated. Similar to earlier 

studies  in the healthy  intestine,  lineage tracing experiments have revealed that Lgr5+ 

stem  cells  can  form  adenomas, which  are  benign  tumors  of  the  intestine, when  the 

tumor  suppressor Apc was  genetically  deleted.  In  these mouse models,  transformed 

Lgr5+ cells fueled adenoma growth, while maintaining their stem cell qualities of self‐

renewal and differentiation potential [55]. Further studies with complex lineage tracing 

strategies, e.g. using  the abovementioned confetti‐reporter,  confirmed a hierarchical 

organization of adenomas following the CSC concept. Additionally,  it was shown that 

not all  transformed Lgr5+ cells act as CSCs but are also subject to the mechanisms of 

neutral  drift,  meaning  that  only  cells  in  the  proper  niche  retain  their  stem  cell 

characteristics  and  “islands”  of  stem‐like  cells  of  clonal  origin  develop  with  tumor 

progression. The dependency on the niche was also confirmed by the observation that 

early Apc‐/‐‐ Lgr5+ cells were intermingled with Paneth cells indicating a dependency on 

Wnt‐signaling besides the Apc‐negative background [56, 57]. 

Artificially induced tumors in mice coupled with lineage tracing approaches of different 

cell  types  provided  tremendous  insights  in  mechanisms  of  tumor  formation  and 

progression. However, these benign adenomas usually do not grow invasively and never 

metastasize  reflecting  only  some  aspects  of  human  colon  cancer.  Luckily,  the 

establishment of ex vivo  organoid  cultures made human  tissue assessible  for  lineage 

tracing experiments and other genetic modifications. 
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1.3.2. Intestinal Organoid Culture 

About a decade ago, Toshiro Sato, Hans Clevers and colleagues published the first long‐

term organoid  culture  system modeling mouse  intestinal  crypt‐villus units  [34].  They 

could show that a single Lgr5+ stem cell has the potential to initiate these “mini‐guts” 

consisting of many different cell types. Organoids are self‐organizing and do not rely on 

a  mesenchymal  cellular  niche.  They  have  further  proven  that  the  self‐renewal  of 

intestinal adult stem cells is not limited by intrinsic restrictions in ex vivo cultures [34]. 

In 2011, the same group published a detailed culture protocol for mouse and human 

intestinal  tissue  of  healthy  and  tumor  origin  [39].  Culturing  organoids  is  based  on 

providing  an  artificial  extracellular  matrix,  e.g.  Matrigel,  as  well  as  on  a  cocktail  of 

essential  growth  factors  such  as WNT3A,  RSPO,  EGF,  the  BMP  inhibitor Noggin  and, 

specifically for human culture systems, the TGF‐β receptor inhibitor A83‐01 and the p38‐

MAPK  inhibitor  SB202190.  In  a  systematic  comparison,  it  has  been  revealed  that 

culturing human tissue requires more complex culture conditions than mouse tissue, 

but  these  requirements  are  highly  reduced  in  colon  cancer  [39].  By  optimized 

establishment protocols, culture efficiency of human colon tissue reached nearly 100% 

including most colon cancer subtypes. This allowed the establishment of comprehensive 

living organoid biobanks also including the according healthy tissue [58, 59]. Genome 

and transcriptome studies have revealed that organoid cultures of  individual patients 

reflect the  intratumor heterogeneity to a high extend which  is also stable over many 

passages [59]. Given the high culture efficiency and great genomic stability, organoid 

cultures have many advantages compared to earlier cancer models such as cell lines. 2D 

in vitro cultures of primary cancer cells can only be obtained with very low efficiency 

while  the derivation of healthy  control  cells  is not possible  in  this  culture  system.  In 

general, only rare clones can be expanded in cell line culture which do not mirror the 

original  tumor’s  heterogeneity.  Another  common  cancer model  uses  patient‐derived 

xenografts  (PDX) which describes  the  transplantation of primary  tumor material  into 

immune‐compromised  mice  making  it  an  extensive  and  costly  method.  While  the 

missing stroma is a drawback of current organoid cultures, PDXs need to adapt to the 

mouse environment limiting heterogeneity of the growing xenograft [60]. 

Modern new genome editing technologies now also permit to directly modify patient‐

derived organoids opening widespread possibilities  to analyze mechanisms of  cancer 

development. To study the role of LGR5+ putative CSCs, Cortina et al. induced a reporter 

gene in the LGR5‐gene locus of patient‐derived organoids before xenotransplantation 

for in vivo cell fate mapping. This study showed, that LGR5+ cells are able to self‐renew 
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after transplantation and produce LGR5‐ progenies which mostly express the enterocyte 

differentiation marker KRT20 or the goblet cell marker MUC2. Interestingly, when LGR5‐ 

cells were transplanted, the xenografts also consisted of LGR5+ cells indicating plasticity 

and dedifferentiation of cancer cells [61]. 

The process of tumorigenesis  is characterized by the acquirement of several genome 

alterations.  Progressed  cancers  can  have  highly  aberrant  genomes  but  only  few 

mutations act as drivers of tumor progression while most alterations are only passenger 

mutations. Such driver mutations not only influence the aggressiveness of cancer, but 

they also define niche requirements for organoid cultures. This aspect was investigated 

by  two  independent  studies  which  consecutively  induced  critical  mutations  into 

intestinal stem cell organoid cultures. Organoids with the combined mutations of APC, 

P53, KRAS and SMAD4 grew independently of any stem cell niche factors and initiated 

invasive carcinomas upon xenotransplantation [62]. The work of Mami Matano, Toshiro 

Sato and colleagues used a similar approach additionally introducing mutations in the 

PIK3CA locus. They also report an invasive growth pattern of transplanted xenografts. 

Interestingly, organoids carrying all introduced mutations were not able to metastasize. 

Only  when  obtained  from  patients  with  chromosome‐instable  adenomas,  organoids 

were able to colonize the liver indicating that additional unknown mutations are needed 

to grow in the hostile environment [63].  

Plasticity and heterogeneity of advanced colon cancers are the biggest challenge when 

developing new anti‐cancer therapies. By using the living organoid bio bank developed 

by Fujii et al.  [59], Shimokawa et al. gained tremendous  insights  into mechanisms of 

stem  cell  plasticity  when  targeting  colon  CSCs.  With  their  strategy  of  an  inducible 

apoptosis  cassette  into  LGR5+  CSCs,  they  showed  that  killing  CSCs  can  stop  tumor 

progression. However, all cancers regained their proliferative potential when apoptosis 

induction  was  removed.  The  combination  of  complex  lineage  tracing  strategies  has 

shown that free niche space after CSC removal continuously induces stemness in former 

differentiated cells and that post‐mitotic cells regained proliferation [64].  

 

It is nowadays widely accepted that in many cancers stem cell properties are the root of 

malignancy.  By  constant  self‐renewal,  CSCs  fuel  the  tumor  growth  and  restore  the 

cancerous tissue after therapy. With their ability to differentiate into several cell types, 

CSCs  also  contribute  to  intratumor  heterogeneity.  However,  the  initially  postulated 

unidirectional hierarchy of stem cell differentiation, leading to non‐tumorigenic and by 

that non‐malignant bulk cells,  is outworn. New insights about healthy  intestinal stem 

cells and their potential to maintain and regenerate the gut epithelium simultaneously 
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illuminated  our  understanding  of  cancer  biology.  Recent  data  of  therapeutically 

targeting CSCs indicate that a simple eradication of CSCs, if ever possible, would still not 

be the final solution in curing advanced cancer. It can rather be assumed that the stem 

cell niche perpetually recreates CSCs demanding an all‐embracing therapeutic strategy 

targeting CSCs, their niche as well as fast and slow cycling cancer cells [54]. 
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2. Aims of this thesis 

A cell’s true identity, its potential and fate within the human body are still often puzzling 

due to its versatility. Powerful new technologies, especially in ex vivo culturing methods, 

lineage  tracing  strategies  and  in  single‐cell  analyses  have  provided  fascinating  new 

insights but also raised new questions. The heterogeneity and plasticity of embryonic 

and adult stem cells cause difficulties when addressing ethical and safety concerns in 

reproductive and regenerative medicine. Most challenging, however,  is  the nature of 

CSCs, which is still mysterious in many aspects. 

As the constant self‐renewal of CSCs is maybe the most clinically relevant aspect, this 

thesis aims to understand self‐renewal in colon CSCs. In our ex vivo organoid model we 

especially focus on pathways shared with adult and embryonic stem cells.  Identifying 

critical self‐renewal‐associated pathways we analyze molecular downstream effects of 

its interruption. 

We  were  the  first  to  analyze  the  transcriptome  of  aggressive  digital  papillary 

adenocarcinomas (ADPA), a very rare tumor entity of the sweat glands of the skin. This 

tumor entity is characterized by a high malignancy and metastatic potential, properties 

which  are,  in  some  tumor  entities,  assumed  to  be  conferred  by  CSCs. Our  aim  is  to 

identify  according  gene  expression  patterns  within  the  transcriptome  and  to  detect 

deregulated pathways explaining the aggressiveness of this cancer.  

Another aim of this thesis is to describe the heterogeneity of stem cells leading to the 

enormous  complexity  of  the  human  body  during  embryonic  development,  inducing 

genetic  variety  between  progenies  but  also  being  relevant  in  tumor  biology.  In 

circumstances such as during the pre‐implantation development the biological material 

is very rare. Many tools for the combined analysis of the genome, transcriptome and 

epigenome of low‐input material down to single cells were developed in recent years. 

In a state‐of‐the‐art review, we elaborate the significance of current methods and future 

challenges in analyzing stem cell heterogeneity at the single‐cell level during embryonic 

preimplantation  development  and  in  primordial  germ  cells. We  further  contribute  a 

protocol for the combined analysis of the genome and transcriptome of ultra‐low input 

material. 
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3. Results 
 

3.1. FGF Signaling in the Self‐Renewal of Colon Cancer Organoids 

Jörg Otte, Levent Dizdar, Bianca Behrens, Wolfgang Goering, Wolfram T. Knoefel, Wasco 

Wruck, Nikolas H. Stoecklein* and James Adjaye* 

*contributed equally 

 

Abstract 

With their ability to self‐renew and simultaneously fuel the bulk tumor mass with highly 

proliferative and differentiated  tumor  cells,  cancer  stem cells  (CSC)  supposedly drive 

cancer progression. However, the CSC‐phenotype in colorectal cancer (CRC) is unstable 

and dependent on environmental cues. Since FGF2 is essential for adult and embryonic 

stem cell culture to maintain self‐renewal, we investigated its role in advanced CRC using 

tumor‐derived organoids as experimental model. We found that FGF‐Receptor (FGFR) 

inhibition prevents organoid  formation  in very early expanding cells but  induces cyst 

formation  when  applied  to  already  established  organoids.  Comprehensive 

transcriptome analyses revealed that the induction of the transcription factor activator‐

protein‐1  (AP‐1)  together with  a MAPK  stimulation was most  prominent  after  FGFR‐

inhibition. These effects resemble mechanisms of an acquired resistance against other 

described  tyrosine  kinase  inhibitors  such  as  targeted  therapies  against  the  EGF‐

Receptor. Furthermore, we detected elevated expression levels of several self‐renewal 

and  stemness‐associated  genes  in  organoid  cultures  with  active  FGF2  signaling.  The 

combined  data  assumes  that  CSCs  are  a  heterogeneous  subpopulation  while  self‐

renewal  is  a  common  feature  regulated  by  many  different  pathways.  Finally,  we 

highlight  the  effects  of  FGF2  signaling  as  one  of  numerous  aspects  of  the  complex 

regulation of stemness in cancer. 
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Figure 7. Graphical Abstract 
Graphical abstract showing the workflow of  the study. Biopsies of primary colorectal cancer, 
adjacent lymph nodes and a liver metastasis were obtained. An organoid culture was obtained, 
and effects of FGFR‐inhibition were analyzed. 
The graphical abstract is not part of the original publication and was designed for the purpose 
of this thesis. 
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Share of scientific contribution: 75% 

All  experiments were designed and executed by  Jörg Otte.  Jörg Otte established  the 

organoid culture of patient‐derived tumor cells. With support from his co‐authors, he 

received and interpreted all data and wrote the manuscript under supervision of Prof. 

James Adjaye and Prof. Nikolas Stoecklein. 

 

The article was submitted to the International Journal of Cancer on November 8th, 2018 

and is currently under review. 
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3.2. Gene expression profiling in aggressive digital papillary adenocarcinoma 
sheds light on the architecture of a rare sweat gland carcinoma 

H. M. Surowy*, A. K. Giesen*, J. Otte*, R. Büttner, D. Falkenstein, H. Friedl, F. Meier, P. 
Petzsch, T. Wachtmeister, D. Westphal, D. Wieczorek, W. Wruck, J. Adjaye, A. Rütten+, S. 
Redler+ 

*, + These authors contributed equally to the work. 

 

Abstract 

Background:  Sweat  gland  carcinomas  are  rare  cutaneous  adnexal  malignancies. 

Aggressive digital  papillary  adenocarcinoma  (ADPA)  represent  a  very  rare  sub‐entity, 

thought  to  arise  almost  exclusively  from  sweat  glands  of  the  fingers  and  toes.  The 

aetiology of sweat gland carcinomas and ADPA is largely unknown. ADPAs are most likely 

driven  by  somatic  mutations.  However,  somatic  mutation  patterns  are  largely 

unexplored, creating barriers to the development of effective therapeutic approaches 

to the treatment of ADPA. 

Objective:  To  investigate  the  transcriptome profile of ADPA using a  sample of  seven 

formalin‐fixed, paraffin embedded (FFPE) tissue samples of ADPA and healthy control 

tissue.  

Methods:  Transcriptome  profiling  was  performed  using  the  Affymetrix  PrimeView 

Human  Gene  Expression  Microarray  and  findings  were  validated  via  reverse‐

transcription of RNA and real‐time qPCR.  

Results: Transcriptome analyses showed increased tumour expression of 2,083 genes, 

with significant involvement of cell cycle, ribosomal and crucial cancer pathways. Our 

results furthermore point to tumour‐overexpression of FGFR2 (p = 0.003).  

Conclusions: Our results indicate the involvement of crucial oncogenic driver pathways, 

highlighting  cell  cycle  and  ribosomal  pathways  in  the  aetiology  of  ADPA.  Suggested 

tumour‐overexpression of FGFR2 raises the hope that targeting the FGF/FGFR axis might 

be a promising treatment for ADPA and probably for the overall group of sweat gland 

carcinomas.   
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Share of scientific contribution: 25% 

Jörg Otte supported the comprehensive gene expression analyses. He was involved in 

identifying potential marker genes after microarray transcriptome analysis and provided 
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3.3. New insights into human primordial germ cells and early embryonic 

development from single‐cell analysis 

Jörg Otte, Wasco Wruck and James Adjaye 

 

Abstract 

Human  preimplantation  developmental  studies  are  difficult  to  accomplish  due  to 

associated  ethical  and moral  issues.  Preimplantation  cells  are  rare  and  exist  only  in 

transient cell states. From a single cell, it is very challenging to analyze the origination of 

the  heterogeneity  and  complexity  inherent  to  the  human  body.  However,  recent 

advances in single‐cell technology and data analysis have provided new insights into the 

process of  early human development and germ cell  specification.  In  this Review, we 

examine the latest single‐cell datasets of human preimplantation embryos and germ cell 

development,  compare  them  to  bulk  cell  analyses,  and  interpret  their  biological 

implications. 
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3.4. Combined ultra‐low input mRNA and whole genome sequencing of human 

embryonic stem cells 

Florian Mertes, Björn Lichtner, Heiner Kuhl, Mirjam Blattner, Jörg Otte, Wasco Wruck, 

Bernd Timmermann, Hans Lehrach and James Adjaye, 

 

Abstract 

Background: Next Generation Sequencing has proven to be an exceptionally powerful 

tool  in  the  field  of  genomics  and  transcriptomics.  With  recent  development  it  is 

nowadays  possible  to  analyze  ultra‐low  input  sample  material  down  to  single  cells. 

Nevertheless, investigating such sample material often limits the analysis to either the 

genome  or  transcriptome.  We  describe  here  a  combined  analysis  of  both  types  of 

nucleic acids from the same sample material. 

Methods: The method described enables the combined preparation of amplified cDNA 

as  well  as  amplified  whole‐genome  DNA  from  an  ultra‐low  input  sample  material 

derived from a sub‐colony of in‐vitro cultivated human embryonic stem cells. cDNA is 

prepared by the application of oligo‐dT coupled magnetic beads for mRNA capture, first 

strand  synthesis  and  3’‐tailing  followed  by  PCR.  Whole‐genome  amplified  DNA  is 

prepared  by  Phi29  mediated  amplification.  Illumina  sequencing  is  applied  to  short 

fragment libraries prepared from the amplified samples. 

Results: We developed a protocol which enables the combined analysis of the genome 

as  well  as  the  transcriptome  by  Next  Generation  Sequencing  from  ultra‐low  input 

samples. The protocol was evaluated by sequencing sub‐colony structures from human 

embryonic stem cells containing 150 to 200 cells. The method can be adapted to any 

available sequencing system. 

Conclusions:  To our knowledge,  this  is  the  first  report where  sub‐colonies of human 

embryonic stem cells have been analyzed both at the genomic as well as transcriptome 

level. The method of this proof of concept study may find useful practical applications 

for cases where only a limited number of cells are available, e.g. for tissues samples from 

biopsies,  tumor  spheres,  circulating  tumor  cells  and  cells  from  early  embryonic 

development. The results we present demonstrate that a combined analysis of genomic 

DNA and messenger RNA from ultra‐low  input samples  is  feasible and can readily be 

applied to other cellular systems with limited material available. 
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4. Conclusion  

In this thesis, we have discussed and analyzed stem cells of different qualities. We were 

able  to culture primary colon CSCs as 3D organoids by conditions  relying on minimal 

niche requirements independent of any marker expression. Despite the high malignancy 

of  the  sampled  tissues,  we  could  show  that  a  forced  suppression  of  FGFR  signaling 

abrogates  organoid  formation  indicating  a  dependency on  this  crucial  pathway.  Cyst 

formation  after  FGFR  inhibition  on  established  organoids  indicates  differentiation 

suggesting that colon CSCs need an active FGF signaling to maintain self‐renewal as it is 

also  described  for  hESCs.  These  results  further  suggest  that  within  highly malignant 

cancer cells, stemness is still regulated by extrinsic factors, putting the stem cell niche 

into focus. The first studies describing CSCs in solid tumors depended on isolating cells 

according to cell surface marker expression. As discussed in 1.3.1, these markers might 

rather select for fitter cells sustaining the stressful sorting and engraftment procedure 

than identifying real stemness qualities. As recent data pointed out the high fluidity of 

stem cell‐like properties of cells in healthy as well as in cancerous tissue, the search for 

stem cell functions instead of marker expression gains growing significance [19, 54]. The 

organoid cell culture model, which can easily be combined with modern lineage tracing 

strategies  as  well  as  with  extensive  animal models,  meets  these modern  functional 

requirements [60].  

The  level of  cellular differentiation within cancerous  tissue often  inversely correlates 

with its malignancy. This aspect is underlined by our finding that the FGFR2 gene was 

consistently and significantly overexpressed in ADPA tumors indicating an active role in 

the  tumorigenesis  of  this  highly  malignant  and  metastasizing  cancer.  Interestingly, 

besides the FGFR2 gene we could also identify SMAD2 as overexpressed in ADPA tumors 

suggesting an interaction of FGF and TGF‐β signaling as it has also been observed in our 

colon  cancer  organoid model. Whether  the modern  CSC  concept  also  holds  true  for 

ADPA and whether FGF2 plays a pivotal and functional role in stem cell‐like cells of this 

tumor entity needs to be subject of future investigations. While the hair follicle bulge of 

the skin is also a well‐described adult stem cell compartment, the cellular composition 

of sweat glands, especially in regards of its differentiation hierarchy, has not yet been 

investigated [65].  

In other tumor entities such as non‐small cell lung cancer (NSCLC), prostate or bladder 

cancer,  which  commonly  overexpress  FGFRs,  therapies  targeting  the  FGF‐signaling 

pathway were developed and approved substances are in clinical use [66, 67]. Beyond 

its role in oncogene addiction, however, FGF‐signaling might also be involved in escape 
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mechanisms against EGFR‐targeted therapies [66, 68]. This redundant kinase activation, 

which  we  also  observed  after  FGFR‐inhibition  in  our  organoid  model,  enforces  a 

comprehensive  and  detailed  understanding  of  molecular  downstream  effects  when 

targeting tyrosine kinase receptors. Pan‐ and multi target tyrosine kinase inhibitors are 

promising achievements of the recent years [67]. 

A cancer’s cellular heterogeneity fosters its malicious potential to withstand all modern 

treatment options, including surgery, chemo‐ and radiation therapy, anti‐angiogenic or 

modern immune‐ and targeted therapies. The unique identity of each cell  is not only 

based on stochastic (epi‐)genetic alterations but also on mutually dependent factors like 

environmental stimuli, the spatial context or the cell cycle state [69]. Modern, single‐cell 

based research  in tumor biology, regenerative medicine and embryonic development 

needs to cope with this complexity. Even though live will always be greater than the sum 

of its parts.      
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