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Einleitung

1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom (KRK) zahlt mit einer jahrlichen Inzidenz von 62 000 bei Mannern
und Frauen zu den haufigsten Tumorerkrankungen in Deutschland. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt tber alle Stadien hinweg bei ca. 60% (Kaatsch et al. 2015). Malgeblich
bestimmt wird die Prognose vom Stadium zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Da die
Erkrankung anfangs symptomlos verlauft, kdnnen regelmafige Vorsorgekoloskopien ab 55
Jahren die KRK-spezifische Morbiditdt und Mortalitat deutlich senken (Weitz et al. 2005;
Jemal et al. 2011; Kaatsch et al. 2015).

Die grof3e Mehrheit der KRK entsteht auf dem Boden von Adenomen. Die Weiterentwicklung
eines solchen Adenoms hin zum invasiven Karzinom hangt von der weiteren Akkumulation
genetischer Veranderungen ab. Durch sequenziell auftretende, spontane Mutationen und
den daraus resultierenden Funktionsverlusten in Tumorsuppressorgenen bzw. Aktivierung
von Onkogenen entwickelt sich ein gut differenziertes Adenom Uber Jahre hinweg hin zum
invasiven Karzinom, ein Vorgang, der als Adenom-Karzinom-Sequenz bekannt ist (Fearon
und Vogelstein 1990; Hanahan und Weinberg 2000; Weitz et al. 2005; Brenner et al. 2007;
Jemal et al. 2011). Die drei haufigsten Mutationen des KRK sind hierbei in APC, KRAS und
TPS53.

In der hier vorliegenden Arbeit soll ein genetisch induziertes Mausmodell des KRK, das die
Tumorentstehung basierend auf Mutationen in APC, KRAS und TP53 nachstellt, etabliert

und charakterisiert werden.
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Literaturibersicht

2. Literaturuibersicht

2.1. Das kolorektale Karzinom

21.1. Karzinogenese

Neben hereditdaren KRK-assoziierten Syndromen, zu denen im Wesentlichen das hereditare
non-polypdse Kolonkarzinom (HNPCC) und die familiare adenomatése Polyposis (FAP)
zahlen, entwickelt sich die grofle Mehrzahl aller KRK spontan (Bates und Mercurio 2005;
Weitz et al. 2005). Dabei entstehen zunachst adenomattse Polypen, woraus sich im

weiteren Verlauf Karzinome entwickeln kénnen (Winawer et al. 1993; Weitz et al. 2005).

Biologisch kann das  kolorektale Karzinom neben  den hypermutierten,
mikrosatelliteninstabilen Tumoren nach seiner Entstehung in verschiedene Subtypen
eingeteilt werden (Armaghany et al. 2012). Im Nachfolgenden soll der haufigste Subtyp des
KRK, basierend auf Mutationen in APC, KRAS und TP53 beschrieben werden. Dieser
zeichnet sich aufgrund des Funktionsverlustes in TP53 durch hohe Mutationsraten aus und
hat weitere, proliferationsinduzierte Mutationen APC und KRAS. Damit entspricht er dem
klassischen, durch die Adenom-Karzinom-Sequenz entstandenen Kolonkarzinom.
(Armaghany et al. 2012; Muzny et al. 2012).

11



Adenom-Karzinom-Sequenz

2.1.2. Adenom-Karzinom-Sequenz

Die sequentielle Akkumulation genetischer Mutationen in einem kolorektalen Adenom und
die daraus folgende schrittweise Entdifferenzierung wird als Adenom-Karzinom-Sequenz
(Abbildung 1) bezeichnet (Vogelstein et al. 1988; Fearon und Vogelstein 1990; Armaghany et
al. 2012) und wurde initial von Jackman und Mayo im Jahr 1951 beschrieben (Jackman und
Mayo 1951). 85% aller kolorekatalen Karzinome enstehen auf Basis der Adenom-Karzinom-

Sequenz (Armaghany et al. 2012).

——

Hature Reviows | Concer

Abbildung 1 Adenom-Karzinom-Sequenz (Armaghany et al. 2012)

Die initiale Mutation ist hierbei meist eine inaktivierende Mutation des APC-Gens, welche
durch die daraus folgende konstitutive Aktivierung des WNT-Signalwegs zur Bildung eines
Adenoms fuhrt; in 81% aller KRK kann eine APC-Mutation nachgewiesen werden. Im
weiteren akkumulieren im Adenom weitere Mutationen, am haufigsten im TP53-Gen; die
dritthaufigste Mutation liegt mit im KRAS-Gen (Muzny et al. 2012).

12



Adenomatous-polyposis-coli (APC)-Gen

2.1.2.1. Adenomatous-polyposis-coli (APC)-Gen

Initialereignis der Adenom-Karzinom-Sequenz ist nahezu immer ein Funktionsverlust des
APC-Gens (Powell et al. 1992); in Uber 80 % der KRK kénnen Mutationen im APC-Gen
nachgewiesen werden (Kinzler und Vogelstein 1996; Nandan und Yang 2010; Irving et al.
2014; Szylberg et al. 2015).

Das menschliche APC-Gen besteht aus 8535 Basenpaaren und umfasst 18 Exons. Es
kodiert fur ein 2843 Aminosauren langes Protein und liegt auf Chromosom 5q22.2 (Friedrich
und Kullmann 2003; Fearnhead et al. 2001; Nandan und Yang 2010; Muzny et al. 2012). Das
APC-Protein besitzt pleiotrope Funktionen und ist unter anderem fiir die Regulation des
Signalproteins 3-Catenin verantwortlich. Die Signallibertragung, welche es den Zellen
ermdglicht auf auRRere Signale zu reagieren, erfolgt durch den Wnt-1-Signalweg. Bei einem
Funktionsverlust von APC akkumuliert R-Catenin, welches nun von Transkriptionsfaktoren,
wie den T-Zell-Faktor-DNA-bindenden Proteinen, gebunden wird. Dies flhrt zur Transkription
einiger proliferationsférdernder Gene wie z.B. dem Protoonkogen c-myc, welches die
Expression von 15% aller menschlichen Gene reguliert. Durch die so verursachte
unkontrollierte Proliferation kénnen Adenome entstehen (Friedrich und Kullmann 2003;
Gearhart et al. 2007; Armaghany et al. 2012; Fearon und Wicha 2014; Irving et al. 2014).

Bei Mausen resultiert der Verlust des APC-Gens in aberrantem Zellwachstum vieler Organe,
wie Haarfollikel, Zahne oder Maul. Mause, bei welchen das APC-Gen in gefloxter Form

fI/fl

vorliegt werden als Apc™ (vgl. 2.1.7) bezeichnet. Eine Aktivierung durch Cre-Rekombinase

resultiert in dem Funktionserlust des APC-Proteins (Shibata 1997; Kuraguchi et al. 2006).

2.1.2.2. V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog (KRAS-Gen)

In 30-55% aller KRK finden sich Mutationen in KRAS-Gen (Kinzler und Vogelstein 1996;
Johnson et al. 1997; Nandan und Yang 2010; Muzny et al. 2012) .

Ras-Gene sind Protoonkogene, Mitglieder der Guaninnucleotid-bindenden (GTP-) Proteine
und damit verantwortlich fir die Regulation, Proliferation und Differentiation der Zellen
(Koera et al. 1997). Die Proteine der ras-Familie kbnnen vom inaktiven in einen aktiven und
somit onkogenen Zustand geflihrt werden. Die physiologische Aktivierung erfolgt durch einen

Liganden, der an EGFR (endothelial growth factor receptor) bindet, was intrazellular zur
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TP53-Tumorsuppressor-Gen

Aktivierung von ras fuhrt. Die grolle Mehrzahl von KRAS-Mutationen finden sich an
typischen Stellen, sogenannten Hotspots und betreffen vor allem Kodon 12 auf Exon 2 (z.B.
KRAS G12D), seltener Kodon 13 auf Exon 2 oder Kodon 61 auf Exon 3 (Smith et al. 2010;
Armaghany et al. 2012), sowie auf Kodon 19, 22, 117, 146 und 164 (Smith et al. 2010).
Findet eine solche Punktmutation statt, wird die Aktivitat der GTP-Proteine verringert, was in
einer konstitutiven Aktivierung des ras/raf-Signalwegs und damit unreguliertem Zellwachstum
resultiert (Bos 1989; Jackson 2001; Smith et al. 2010).

Die in diesem Modell verwendeten Mause (LSL-Kras G12D) tragen eine heterozygote,
latente Punktmutation im Kodon 12, die nicht exprimiert wird, da dieser ein gefloxtes
Stopkodon vorgeschaltet ist. Durch die Cre-Rekombinase wird das Stopkodon
herausgeschnitten und das onkogene Protein aktiviert. Das Allel wird als LSL (“lox-Stop-
lox“)-K-ras G12D bezeichnet (Tuveson et al. 2004).

2.1.2.3. TP53-Tumorsuppressor-Gen

Bei 50-75% der KRK werden Mutationen in TP53 nachgewiesen (Szylberg et al. 2015).

Erstmals beschrieben wurde dieses Gen in einer Verdéffentlichung von Lane und Crawford im
Jahre 1979 (Lane und Crawford 1979; Harris 1996; Freed-Pastor und Prives 2012). Es
kodiert fur das Protein p53 und befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 17p
(Baker et al. 1989).

Auch in TP53 gibt es hotspot-Mutationen; die haufigste ist hierbei die strukturelle Mutante
p53 R175H auf Codon 175 (entsprechend p53 R172H in der Maus). Sie zieht zwei Effekte
nach sich. Durch den dominant-negativen Effekt auf die Wildtyp-Funktion, kann die
tumorsuppressive Fahigkeit des verbleibenden Wildtyp-Allels beeintrachtigt oder sogar
aufgehoben werden, in vielen Fallen kommt es auch zum vollstandigen Verlust des Wildtyp-
Allels (,loss of heterozygosity“). Es werden folglich keine DNA-Schaden repariert, bzw, falls
notig wird keine Apoptose eingeleitet (Harris 1996; Levine 1997; Jackson 2005; Liu et al.
2013). Zudem bewirkt die Punktmutation, bei der es zu einem Austausch der Aminosauren
Arginin durch Histidin kommt, eine “gain-of-function. Dies bedeutet, dass zusatzlich,
unabhangig vom Wildtyp, onkogene Eigenschaften durch die Mutation entstehen; aus dem
Tumorsuppressorgen TP53 wird also ein Protoonkogen (Baker et al. 1989; Olive et al. 2004;
Jackson 2005; Doyle et al. 2010; Liu et al. 2013). Zu diesen onkogenen Eigenschaften

zahlen Zellproliferation, Angiogenese, Migration, Invasion, die Bildung von Metastasen sowie

14



TP53-Tumorsuppressor-Gen

Chemoresistenz (Freed-Pastor und Prives 2012). Diese Effekte betreffen nicht nur
Mutationen in Kodon 175 sondern auch in anderen Kodons, wie 158, 245, 248, 249 und 273
(Baker et al. 1989; Jackson 2005; Doyle et al. 2010)

Bei normalem Zellwachstum ist p53 auf Grund verschiedener negativer Regulatoren nur

gering exprimiert (Liu et al. 2013).

Die im hier beschriebenen Versuch verwendeten Mause tragen eine konditionelle Mutation
im Kodon 172 von Tp53 (entspricht dem humanen Kodon 175), dem mutierten Gen wurde
vor Exon 1 ein gefloxtes Stop-Kodon vorgeschaltet. Cre-Rekombination aktiviert das mutierte
Tp53 (Jonkers et al. 2001; Olive et al. 2004).

15



Mausmodelle

2.2. Mausmodelle

Mausmodelle sind eine gut geeignete und oft eingesetzte Methode in der Krebsforschung.
Diese Modelle weisen im Vergleich zu anderen Tiermodellen einige Vorteile auf. Dazu
zahlen gunstige Unterhaltskosten und kurze Zuchtperioden. AulRerdem besitzt das
menschliche Genom viele Ubereinstimmungen mit dem der Maus (Mouse Genome
Sequencing Consortium et al. 2002) und man kann vergleichsweise einfach

Genmanipulationen vornehmen (Nandan und Yang 2010; Roper und Hung 2012).

Es gibt Mausmodelle, die auf dem Verfahren der Xenotransplantationen basieren. Dabei ist
allerdings zu bedenken, dass sich durch die in-vitro Fortpflanzung der Zellen und die spatere
subkutane Ubertragung in die jeweilige Spezies die Ergebnisse teilweise nicht durch
klinische Studien an Menschen bestatigen lassen (Roper und Hung 2012). Es ist zwar
moglich menschliche Tumorfragmente direkt in immundefiziente Mause zu verpflanzen, um
so eine genetische und histologische Ubereinstimmung zu erreichen, diese Modelle sind
allerdings sehr zeitintensiv und bendtigen eine hohe Patientenzahlen (Dangles-Marie et al.
2007).

16



Genetisch induzierte Mausmodelle (GEMM)

2.3. Genetisch induzierte Mausmodelle (GEMM)

Als Alternative zu den herkdmmlichen Mausmodellen wurden genetisch induzierte
Mausmodelle (GEMM) entwickelt, in denen die Treibermutationen der humanen Erkrankung
gewebespezifisch in der Maus aktiviert werden, um so die Krankheit zu simulieren. Es gibt
einige Bedingungen, die ein solches GEMM des KRK erflllen muss. Zunachst einmal soll
der Tumor eine mdglichst kurze Latenzzeit aufzeigen und dabei eine hohe Penetranz
aufweisen, um die Tumorentwicklung bei einer hohen Anzahl von Mausen in einer relativ
kurzen Zeitspanne zu erreichen (Roper und Hung 2012). AuRerdem sollen die Tiere einen
Tumor im Kolonepithel entwickeln, der von somatischer Modifikation solcher Gene stammt,
die auch beim humanen KRK beteiligt sind. Die Tumorentwicklung erstreckt sich
idealerweise Uber die komplette Bandbreite vom Adenom Uber das Karzinom bis hin zur
Metastasierung (Hung et al. 2010). So ist es mdglich, mehr Uber die Mechanismen der
Tumorentwicklung, sowie der Metastasierung herauszufinden um verschiedene Therapien zu
testen (Singh et al. 2012).

17



Anwendung fur diese Arbeit

24. Anwendung fiir diese Arbeit

Ein solches Modell wurde bereits beschrieben (Hung et al. 2010), in diesem Modell wurden
jedoch lediglich Apc und Kras modifiziert, was zu nicht-metastasierenden Tumoren gefuhrt
hat. Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Weiterentwicklung des von Hung et al.
entwickelten Modells durch die EinfUihrung einer weiteren Mutation im Tp53-Gen und die

Charakterisierung der resultierenden Tumorerkrankung.
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Crel/lox P System

2.5. Crel/lox P System

Das Cre/loxP-System wurde in den 1980er Jahren entwickelt (Sternberg et al. 1981; Sauer
und Henderson 1988). Es besteht zum einen aus einem 38kD-Protein, das zu der Klasse der
Rekombinasen der Familie der Integrasen gehért und dem Bakteriophagen P1 entstammt.
Mit Hilfe dieses Systems ist es mdglich genetische Modifikationen durchzufihren (Sauer und
Henderson 1988; Nagy et al. 2000).

Um gezielt eine DNA-Sequenz zu manipulieren muss vor und nach der gewlinschten DNA-
Sequenz je ein loxP-Baustein, bestehend aus 34 Basenpaaren, angefigt werden. Dieser
Vorgang wird als floxen (,flanked by loxP“) bezeichnet (Sternberg et al. 1981). Der gefloxte
DNA-Abschnitt wird von der Cre-Rekombinase erkannt und herausgeschnitten. Je nach
Orientierung der loxP-Bausteine unterscheidet sich das Herausschneiden der gewilinschten
Sequenz durch die Rekombinase: In gleicher Richtung angeordnet findet eine Exzision statt
und der gefloxte Genabschnitt wird so deletiert. Bei entgegengesetzter Anordung kommt es
zu einer Inversion der DNA-Sequenz. Sind die loxP-Bausteine zwar in gleicher Richtung,
aber an unterschiedlichen DNA-Strangen angeordnet, findet eine Translokation der
Sequenzen statt (Metzger und Feil 1999; Nagy et al. 2000), (Abbildung 2).

Anwendung findet dieses System in vitro und in vivo in Hefezellen, Pflanzen- und
Saugerzellen (Sauer und Henderson 1988; Anton und Graham 1995; Araki et al. 1997).
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Crel/lox P System

A Excision

cis placement _p_-_b_ — _F
aof loxP sites in -+

same directional

orientation.

B. Inversion

cis placement M_ —
of foxP sites in e
opposite directional

orientation.

C. Translocation —-.-H I
trans placement

of loxP sites.

Abbildung 2 Das Cre/loxP-System

A Exzision: DNA-Sequenz wird durch loxP in gleicher Richtung flanktiert und dann herausgeschnitten und wieder

ringférmig zusammengefugt

B Inversion: die loxP-Sequenzen sind in entgegengesetzter Richtung angeordnet und die DNA-Sequenz wird in
umgekehrter Reihenfolge wieder zusammengefigt

C Translokation: hier sind die loxP-Bausteine zwar in gleicher Richtung, aber an unterschiedlichen DNA-
Strangen angeordnet die DNA-Sequenz wird zwischen zwei Strangen ausgetauscht; modifiziert nach JAX Notes
(JAX Notes, 2006 https://www.jax.org/news-and-insights/2006/may/the-cre-lox-and-flp-frt-systems)
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2.6. Adenovirus

Um DNA-Abschnitte gezielt durch die Rekombinase herauszuschneiden, muss Cre im
Nukleus vorhanden sein (Sauer und Henderson 1988; Sauer und Henderson 1989; Anton
und Graham 1995). Daflr werden im hier beschriebenen Modell Adenoviren verwendet,
welche fir Cre-Rekombinase kodieren (Hardy et al. 1997). In klinischen Studien sind
Adenoviren die in vivo am haufigsten verwendeten Vektoren, weil die Generierung des Virus
relativ einfach durchzufihren ist. Die Infektionseffizienz ist hoch, da sie eine Vielzahl von
Zelltypen und Zellen, ruhende und sich teildende, infizieren kénnen (Hardy et al. 1997,
Anderson et al. 2000; Kay et al. 2011).

Erstmals beschrieben und in Zellkultur vermehrt wurden Adenoviren im Jahr 1953 (Rowe et
al. 1953). Es sind unbehilillte Viren, deren Genom aus linearer doppelstrangiger DNA mit 36
000 Basenpaaren zusammengesetzt ist. Sie besitzen ein ikosaedrisches Kapsid mit einem
Durchmesser von ca. 90 nm und einer Molekilmasse von 150 MDa. Die Kapside bestehen
aus 240 Hexonen und 12 Pentonen. Die Replikation sowie die Transkription und die
Virusreifung finden im Zellkern statt (Reddy et al. 2010; Liu et al. 2010; Nemerow et al. 2012;
Snijder et al. 2013).
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2.7. Onkologie Veterinarmedizin

Haustiere nehmen beim Menschen einen immer hoheren Stellenwert ein. Durch die
verbesserte Pflege und medizinische Versorgung werden die Tiere immer alter. Besitzer sind

bereit sehr viel zu investieren, um eine maglichst lange Zeit mit ihnen verbringen zu kénnen.

Jedoch stirbt statistisch gesehen jeder vierte Hund Uber zwei Jahren an einer
Tumorerkrankung. Auch hier wird eine dem Menschen vergleichbare medizinische
Versorgung, wie Chirurgie, Strahlentherapie, Immuntherapie oder Chemotherapie, gefordert
(Paoloni und Khanna 2007).

Neoplasien des Kolons sind bei Haustieren relativ selten. Tumorése Entartungen des Kolons
kommen vor allem bei Hunden und Katzen mittleren Alters vor. Hunde, welche intestinale
Adenokarzinome entwickeln (zumeist im Rektum) haben ein durchschnittliches Alter unter 10
Jahren (Patnaik et al. 1977). Bei Katzen betragt das Durchschnittsalter bei Erkrankung an
malignen Neoplasien des Dickdarms, davon 46% Adenokarzinome, 12,5 Jahre (Slawienski
et al. 1997).

Verglichen mit der Humanmedizin gibt es einige Uberschneidungen bei der
Tumorentstehung, den histologischen und genetischen Eigenschaften, dem weiteren Verlauf
sowie dem Ansprechen auf verschiedene Therapien (Paoloni und Khanna 2008; Tang et al.
2010). Eine wesentliche Rolle bei der Tumorentstehung spielen in beiden Bereichen unter
anderem das Alter, die Erndhrung, das Geschlecht, sowie Umwelteinflisse (Hayes und
Fraumeni 1977; Bukowski et al. 1998; Paoloni und Khanna 2008). Die genetischen
Veranderungen sind beim Hund meist dieselben wie sie beim Menschen vorkommen
(Paoloni und Khanna 2008; Tang et al. 2010). Der Anteil der Veranderungen der Genome
betragt laut einer Studie an 10 Hunden mit kolorektalem Karzinom 5% - 22% (Tang et al.
2010). Wie auch in der Humanmedizin ist eine Mutation im APC-Gen eines der ersten
Ereignisse und die haufigste Ursache fir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms. APC
kommt vor allem in intestinalen Epithelzellen am Ende der Krypten oder auf der luminalen
Oberflache des Kolons vor und regeln dort das Zellwachstum (McEntee und Brenneman
1999). Eine Mutation des Genes hat eine Anhaufung von [-Catenin zur Folge, was
wiederum zu unkontrollierter Proliferation der Zellen fihrt und es zur Entstehung eines
intestinalen Adenoms kommt (McEntee und Brenneman 1999; Youmans et al. 2012). In 50%
aller kolorektalen Tumoren sowohl beim Menschen als auch beim Hund wird eine Mutation in
p53 gefunden. Dieses Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Apoptose (Gamblin et al.
1997; Wolf et al. 1997).
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Beim Hund sind 3% aller Tumoren intestinalen Ursprungs, davon treten wiederum 60% im
Kolon auf (Morello et al. 2008). Seltener betroffen sind das Zakum und lleum (Patnaik et al.
1977). Eine Studie an 22 Katzen kommt zu dem Ergebnis, dass bei Katzen die grofite
Anzahl der Adenokarzinome im Duinndarmbereich liegt (Patnaik et al. 1976). Das
Durchschnittsalter beim Entdecken solcher Erkrankungen liegt bei 7 Jahren und die
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betragt durchschnittlich 20 Monate (Holt und Lucke
1985; Church et al.1987; Wolf et al. 1997). Ruden zeigen ein héheres Risiko (65%) an einem
intestinalen Adenokarzinom zu erkranken, wobei Hiindinnen &fter (58%) Leimyosarkome des
Intestinums entwickeln. Dies stimmt mit Forschungsergebnisse beim Menschen Uberein:
Manner erkranken ebenfalls 6fter an einem intestinalen Adenokarzinom (Jemal et al. 2011).
Ahnliche Ergebnisse bei Katzen zeigt eine Studie, welche bei mannlichen Tieren doppelt so
oft Adenokarzinome dokumentiert (Patnaik et al. 1976). Betrachtet man die totale Anzahl der
Tumorerkrankungen des Intestinums, so ist das Verhaltnis von mannlichen zu weiblichen
Tieren gleich. Bei grofien Hunderassen wie dem Collie oder dem Deutschen Schaferhund
wird eine signifikant hdhere Anzahl intestinaler Adenokarzinome festgestellt. (Patnaik et al.
1977). Der Boxer ist die Hunderasse mit der haufigsten Anzahl an Tumoren allgemein und
auch im Speziellen im Gastrointestinaltrakt (Patnaik et al. 1976). Die Siamkatze erkrankt
dreimal so haufig an Adenokarzinomen verglichen mit der Europaischen Kurzhaarkatze.
(Patnaik et al. 1976).

In der veterinarmedizinischen Literatur gibt es verschiedene Fallzahlen zur Histologie der
Tumoren. In einer Studie von Wolf und Mitarbeitern an 80 Hunden mit einem kolorektalen
Tumor ergibt die histologische Auswertung, dass bei 44 % das Tumor-Supressor-Gen p53
beteiligt ist. Wobei 43% als benigne und 57% als maligne klassifiziert werden (Wolf et al.
1997). Dies spiegelt sich in den Ergebnissen aus der Literatur anderer Autoren wider, die
ebenfalls die Mehrzahl (60%) der kolorektalen Tumoren als maligne beschreiben (Patnaik et
al. 1977; Holt und Lucke 1985; Church et al. 1987; Valerius et al. 1997; Morello et al. 2008).

Bei der Metastasierungsrate gibt es unterschiedliche Angaben in der Literatur. Diese reichen
von 0- 80% (Patnaik et al. 1976; Holt und Lucke 1985; Church et al. 1987; Morello et al.
2008). Die klinischen Symptome sind unterschiedlich und beinhalten sowohl bei Katzen als
auch bei Hunden Gewichtverlust, Anorexie, Diarrhoe, Vomitus, Melena, Tenesmus und
Hamatochezie (Patnaik et al. 1976; Holt und Lucke 1985; Church et al. 1987; Paoloni et al.
2002). Eine Vielzahl von Methoden stehen zur Diagnosestellung zur Verfligung. Dazu zahlen
zunachst nach einer grundlichen allgemeinen Untersuchung mit Blutbild, die rektale und
abdominale Palpation, Kotuntersuchung, Abdomen-Rontgen, abdominaler Ultraschall, sowie
die Endoskopie mit Biopsienahme fir die histopathologische Untersuchung (Slawienski et al.
1997; Paoloni et al. 2002; Paoloni und Khanna 2008). Mittlerweile werden in der
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Veterinarmedizin immer haufiger weiterfihrende Verfahren wie Computertomographie (CT),
Magnetresonanztomographie (MRT) und Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

eingesetzt (Lawrence et al. 2010).

Bei einer Neoplasie ist die erste Therapie der Wahl stets die chirurgische Resektion. Die
Uberlebenszeit nach einem solchen Eingriff betragt im Durchschnitt 22 Monate (Church et al.
1987). Ob es zu einem chirurgischen Eingriff kommt, muss vom Allgemeinbefinden, Alter des
Tieres, Intensitat des Tumors und eventueller Metastasenbildung abhangig gemacht werden.

Bei infauster Prognose wird eine schmerzlose Euthanasie vorgeschlagen.

Die Rezidivrate ist bei Karzinomen wesentlich héher (55%) als bei adenomatdsen Polypen
(17%) (Valerius et al. 1997). Eine Studie an 11 Hunden mit Adenokarzinomen zeigte eine
Rezidivrate von 18,2 % (Morello et al. 2008).
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2.8. Ziel der Dissertation

Die meisten Mausmodelle des KRK basieren auf der subkutanen oder orthotopen Injektion
von Zelllinien in immundefizienten Mausen. Nachteilig bei diesen Modellen ist der artifizielle

Charakter und die schlechte Metastasierungsrate.

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein GEMM (Hung et al. 2010) weiter zu entwickeln um
metastasierende Tumoren zu erzeugen. Um die Ubertragbarkeit auf den Menschen zu
erreichen, werden anders als beim klassischen Tumorzell-Injektionsverfahren, genetische
Manipulationen der Versuchstiere vorgenommen. Die Adenom-Karzinom-Sequenz soll durch
die Kreuzung von Mausen mit konditionellen Kras- und p53-Mutationen und solchen mit
konditionellem Knockout des Apc-Gens rekapituliert werden. Fur dieses GEMM ist das
Crel/loxP-System ideal geeignet, da die Expression onkogener Gene reguliert werden kann
(Anton und Graham 1995). Durch die konditionelle Inaktivierung der Gene wird die

embryonale Letalitat der Tiere stark herabgesetzt (Evans et al. 2015).

Die so erzeugten Tumoren sollen im klinischen Verlauf, dem Metastasierungsmuster und der

Histologie charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Mausstamme

Fir die Versuche kamen folgende Stamme transgener Mause (Mus musculus) zum Einsatz:

B6.Cg.Apc™*#/Nci (Kuraguchi et al. 2006)

B6.129'Kras™"™/Nci (Jackson 2001; Johnson et al. 2001)
129S4-Trp53™2™/Nci (Olive et al. 2004)
FVB.129-Trp53™'®™/Nci (Marino et al. 2000; Jonkers et al. 2001)

Die Tiere wurden vom NCI Mouse Repository in Frederick, MD, USA bezogen.

Die Mause der Stamme p53 “S"R""2" and p53 "¢ wurden fiir mindestens 10 Generationen
auf C57BI/6N-Mause (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) zurtickgekreuzt um
einen C57BI/6N Hintergrund fur die p53- Allele zu erhalten. Alle Mause in der vorliegenden

Arbeit sind somit genetisch reine C57BI/6N-Mause.

Die Tierversuche wurden alle nach Richtlinien der FELASA durchgefihrt und zuvor von
verschiedenen Ethikkommissionen geprift und genehmigt (Aktenzeichen: 35-9185.81/G-
188/11). Die Zucht und Aufzucht der Mause fand in der Interfakultaren Biomedizinischen
Forschungseinrichtung (IBF) der Universitat Heidelberg statt. Dort wurden die Tiere unter
standardisierten Umweltbedingungen pathogenfrei gehalten. Die maximale GruppengrofRe
pro Kafig betrug vier Tiere. Die Futterung geschah ad libitum mit pelletiertem Haltungsfutter
und die Tiere hatten freien Zugang zu frischem Trinkwasser bei einem 12 Stunden Tag-
/Nacht-Rhythmus.

Zu Beginn der Versuche hatten die Mause ein Alter von mindestens finf Wochen und

wogen zwischen 16 g und 24 g.

Insgesamt wurden 299 Mause mit unterschiedlichen Genotypen flr die Versuche verwendet.
In jeder Mauslinie waren Kontrollgruppen integriert. Diese bestanden zum einen aus
Wildtypen zum anderen wurde kein Adenovirus sondern eine 0,9%ige Natriumchloridlésung

injiziert.
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Folgende kombinierten Genotypen wurden verwendet:

i.  Apc"(,Apc")
ii. ApCfI/fI/ KraSLSL-G12D/+ (,,AK“)
ii. ~ Apc™™/ Kras"SHC12P" ) Tp53M (| AKPFIY)
iv ApCfI/fI/ KraSLSL-G12D/+/ Tp53LSL-R172H/+ ( AKPI‘“)
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3.2. Genotypisierung

Zur Genotypisierung wurde ein kleines Endstlick des Mausschwanzes abgetrennt. Zu dem
Gewebe wurde 600 ul Proteinase-K-Puffer und 30 ul Proteinase-K (10mg/ml) gegeben,
gevortext und im Thermomixer bei 56 °C und 900 rpm so lange belassen, bis das Gewebe
verdaut war. Dann wurde 300ul 5 M NaCl hinzugefligt, gemischt und fir 30 Minuten bei 4 °C
und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in eine neue 1,5 ml — Eppendorf-Tube
gegeben und mit 500 pl Isopropanol durchmischt, bevor fur 20 Minuten bei 4 °C und 13 000
rom zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und die Eppendorf-Tube kurz
abgetropft bevor 300 ul Ethanol (70%) dazugeben und vermischt wurde. Danach wurde
erneut zentrifugiert fir 10 Minuten bei 4 °C und 13 000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen
und die Eppendorf-Tube mehrere Stunden Uber Kopf getrocknet. Anschlieffend wurde zu der
nun isolierten DNA 30 pl H,O hinzugeflgt, gemischt und fir 1 Minute bei 4°C und 13000 rpm
zentrifugiert. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

Die folgenden Primer-Sequenzen (5’ zu 3’) wurden verwendet:

Primer fur APC:

T035: CTT GGA GAC ATA GCC ACA CTG

T036: AGC TAG CCACCATGG CTT GAG TAAGTC TGCA
T036: TTA CAC ATC CAG CCT CTG TGG

ApcF2: GAG AAA CCC TGT CTC GAA AAA A

ApcR2: AGT GCT GTT TCT ATG AGT CAAC

Primer fir LSL-KrasG12D:
K004: GTC GAC AAG CTC ATG CGG GTG
K005: AGC TAG CCACCATGG CTTGAG TAAGTCTGCA

K006: CCT TTA CAA GCG CAC GCA GAC TGT AGA
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Primer fur p53:
T008: CAC AAA AAC AGG TTAAAC CCAG

T009: AGC ACA TAG GAG GCA GAG AC

Um die Losung fur die Primer herzustellen musste zunachst die nmol-Angabe des Primers

von Invitrogen in ul umgerechnet werden:
nmol-Angabe x 10= Menge an H,O mit welcher der Primer geldst wird
Die Primer-Verdinnung (1:10) wurde mit H,O hergestellt und dazu gegeben.
Zu je 1 pl DNA wurde 24 pl Mix gegeben, welcher sich wie folgt zusammensetzte:
2,5 ul 10*ReaS
0,5 Il dNTP
1,5 pl Primer
0,1 ul Taq
19,4 pl H,O

Zusatzlich wurde Mix fur Positivkontrollen und eine Negativkontrolle (= Mix ohne DNA)

hergestellt.

Es wurden 0,2-Stripes mit je 1 uyl DNA und 24 upl Mix befillt, welche dann in das

Thermocycler System gegeben wurden.

Programm:

Temperatur (°C) Zeit t (Minuten) Label

94 3:00

94 0:30

60 0:30 35 Zyklen
72 0:30

72 3:00

4 Hold
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Es wurde ein 1,7 % Agarose-Gel aus 2,5 g Agarose HR-Plus-Pulver +150 ml TBE
hergestellt. Zum Einfarben der Nukleinsduren wurde 4 pl des Fluoreszenzfarbstoffes
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain hinzugefugt. Das flissige Gel wurde dann zum Erkalten in

die mit 16er-Kammen vorbereitete Gelkammer gegossen.

In jedes DNA-Stripe wurde 5 pl DNA Loading Dye pipettiert. Im nun fest gewordenen Gel
wurde jeweils in das erste und letzte Kastchen einer Reihe 5 pl des Markers O GeneRuler
1kb DNA Ladder gegeben. Die restlichen Kastchen wurden mit je 15 pl der DNA beladen

und die Elektrophorese bei 100 Volt laufen gelassen.

Nachdem das Gel aus der Kammer geldst wurde, konnten die Ergebnisse unter UV-Licht im

UVP-Bio Doc It™-System sichtbar gemacht und ausgewertet werden.
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3.3. Viruspropagation Ad5CMVCre

Das Cre-kodierende Adenovirus AdCre1 ist bereits vorbeschrieben (Anton and Graham
1995). Das verwendete Virus stammt vom Gene Transfer Vector Core (University of lowa,
lowa , USA).

Artikel Einheit

Ad5CMVCre 1ml

Erstellungsdatum: 10.28.2011

Titer: 5x10"pfu/ml

Erstellungsdatum: 8.10.2010

Die Viruspropagation wurde in der Virologie des Deutschen Krebsforschungszentrums
(DKFZ) in Heidelberg durchgefihrt.

Der Virustiter betrug 5x10' pfu/ml. Die Viruspropagation wurde in 293Q (HEK293) Zellen
durchgefiihrt. Es wurde ein 2%Medium angefertigt, welches sich aus DMEM (Glutamax)+ 2%
FCS+ 1% Pen/Strep zusammensetzte, sowie ein 10%Medium, weches aus DMEM
(Glutamax)+ 10% FCS+ 1% Pen/Strep bestand. Die Zellen wurden in Zellkulturschalen
ausplattiert. Die Infektion der Zellen mit dem o.g Virus erfolgt bei einer Konfluenz von 70-
90%. Die Infektion je 150cm? erfolgte in 10 ml 2%Medium mit 2 pl der Virussuspension. Nach
Inkubation Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, wurden dem Infektionsansatz 10 ml 10%
Medium hinzu gegeben und taglich Uberprift, ob die Zelllyse eingetreten war. Bei einer
Zelllyse von ca. 80% wurden die Zellen durch Resuspendieren mit dem Uberstand
vollstandig von der Oberflache geldst und in ein 50-ml-Falkon Uberfihrt. Anschlieend folgte
die Zentrifugation der Zellsuspension fiir 15 Minuten bei 1500 rpm. Der Uberstand wurde bis
auf einen Rest von 5 ml entfernt, womit die Resuspension der Zellpellets aller Falkons
durchgefiihrt wurde. Die gesamte Zellsuspension wurde dreimal bei -80 °C eingefroren und
bei 37 °C wieder aufgetaut, um den Virus aus den Zellen zu lésen. Danach wurde die
Suspension fur 10 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der nun den Virus enthaltene

Uberstand wurde in 1,5 ml Aliquots bei -80 °C eingefroren.
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Nun erfolgte die Infektion von 20 Zellkulturschalen (150cm® mit dem Virusiiberstand aus den
oben beschriebenen 5 Zellkulturschalen (150cm® Hier wurde 2 ml des Virusiiberstands in 10
ml 2%Medium gegeben, vermischt und 10 ml auf jede Platte verteilt. Bei einer Zelllyse von
ca. 80% konnte das Virus aus den 25 Zellkulturschalen (150 cm®)geerntet werden. Hierfiir
wurden die Zellen abgesplilt und in 50 ml Flakons uberfuihrt, danach austariert und 10
Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Es erfolgte die Abnahme des Mediums bis auf
einen Rest von 5 ml, womit alle Pallets resuspendiert wurden. Die Lagerung fand bei -80°C
statt.

Nachdem der Virus dreimal bei 37°C aufgetaut und wieder bei -80°C eingefroren wurde, was
ein Lésen des Virus aus den aufgeplatzten Zellen bewirkt, wurde fir 15 Minuten bei 4000
rom und 4°C zentrifugiert, damit sich die Zelltrimmer vom Virus trennen. Der Uberstand
wurde nun gleichmaRig auf zwei CsCI-Dichtegradienten verteilt und austariert. Fur den
Gradienten wurde 3ml CsCl unten und 5 ml CsCl oben geschichtet. Die nach dem
Zentrifugieren in der Ultrazentrifuge fur 4h Stunden bei 32000U und 4°C erkennbare
Virusbande konnte nun mit Hilfe einer Kanule geerntet werden. Wenn zwei Banden sichtbar
waren, wurde die obere Bande geerntet. Das so gewonnene Virus wurde mit 5 mM PBS auf
7 ml aufgefillt. Nachdem der Virus gleichmaRig auf die beiden neuen Gradienten geschichtet

und austariert wurde, erfolgte erneutes Zentrifugieren fir 18 Stunden bei 32000 U und 4°C.

Die untere Bande wurde mit Hilfe einer Kanlle aus dem Dichtegradienten isoliert und in
einem TCID50 Roéhrchen aufgefangen und auf Eis zwischengelagert. Die Aufreinigung des
Virus erfolgt uber eine PD 10 Aufreinigungsssaule. Die PD 10 Saule wurde vorequilibriert.
Nach dem Vorequilibrieren wurde der Virus auf ein Gesamtvolumen von 2,5 ml PBS
aufgeflllt. Der vollstandige Virusansatz wurde auf die PD 10 Saule gegeben und einlaufen
gelassen. Im Anschluss wurden 0,5 ml PBS auf die Saule gegeben und verworfen. Nun
wurde der Virus mit 2 ml PBS von der Saule geldst. Der Durchfluss mit dem aufgereinigten
Virus wurde aufgefangen. Nach Zugabe von 10% Glycin wurde das Virus in 50 pl Aliquots

aliquotiert und bei — 80°C gelagert.
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3.4. TCID 50

Die Viruskonzentration wurde Uber die “tissue culture infectious dose of 50%“ (TCID50)
bestimmt. Dieser Vorgang fand im Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in

Heidelberg statt.

10000 Zellen wurden in 100pl 2%Medium pro Lochplatte Gber Nacht inkubiert. Am nachsten

Tag konnte der Virus hinauf pipettiert werden.

Die standardméaRige Verdiinnung auf den Platten betrug 1:100000 bis 1: 1Billion (10” bis 10"

'2): Die Verdiinnungen wurden folgendermalRen hergestellt:
Die erste Verdiinnung war 1:100 (102): 990ul 2% Medium + 10 ul Virusstock

Die zweite Verdiinnung war 1:10000 (10™): 990ul 2% Medium + 10ul aus der ersten

Verdlinnung

Die dritte Verdiinnung war 1:100000 (10®°): 1,5ml 2% Medium + 166yl aus der zweiten

Verdinnung.

Die vierte Verdiinnung war 1:1000000 (10°): 1,5ml 2% Medium + 166yl aus der dritten

Verdiinnung. Nach diesem Schema wurden die Verdiinnungen bis 1:1Billion (107?) erstellt.
Danach wurden jeweils 100ul der Verdinnungen pro well auftragen.

Zu jeder Verdinnung wurden je zwei Negativkontrollen angefertigt. Hierzu wurde je 100 ul

des 2%Medium ohne Viruszugabe verwendet.

Nach 12 Tage Inkubation konnten die Lochplatten, welche Lyse zeigten, mit Hilfe eines

Lichtmikroskops ausgelesen und die TCID50/ml mit der folgenden Formel bestimmt werden:

titer [ TCID50=mL ] = 10 4+(0:1_npos)+1:5

Der im folgenden verwendete Virus wies eine Konzentration von 10" pfu/ml auf.
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3.5. Infektion des Kolons mit Adeno-Cre

Durch die Infektion des Kolons mit dem Cre-Adenovirus ist es mdglich, gezielt die in gefloxter
Form vorliegenden Genmutationen in den Mausen zu aktivieren. Fur diese Infektion wurde
das Protokoll von Hung modifiziert (Hung et al. 2010). Im Gegensatz zu Hung, welcher
Mutationen im Apc- und Kras-Gen beschreibt, wurden in unserem Mausmodell Mause
gezichtet, bei denen ein weiteres konditionales Allel von Tp53 eingekreuzt worden ist.
Aulerdem kann auf das Ausnlchtern der Mause Uber Nacht verzichtet werden, da das
Kolon mit NaCl vorgereinigt wird, um Stress fir die Tiere zu vermeiden. Wegen der hdheren
Viruskonzentration konnte auf das Abbursten der oberen Schicht der Darmzotten verzichtet
werden, was mit einem geringeren Risiko fiur Darmperforationen und postoperativer

Mortalitat einhergeht.

Im Folgenden wird die Operationsmethode flir diese Arbeit beschrieben. Die Infektion des
Kolons mit Adeno-Cre wurde friihestens mit einem Alter von finf Wochen durchgeflihrt. Zum
Erreichen des Narkosestadiums kamen die Tiere in Narkoseboxen, die zunachst mit 4-5 %
Isofluran geflutet wurden. Sobald die Maus in Narkose lag, wurde sie auf die Warmeplatte
(37,5°C) umgelagert und in Rickenlage fixiert, wobei die Narkose durch Inhalation mit O, bei
einer Konzentration von 2,5-3 % lIsofluran erhalten blieb. Zum Schutz der Kornea wurde

diese mit Augensalbe versehen.

Um intra- und postoperative Schmerzen zu vermeiden, wurden die Tiere mit 0,05 mg/kg
Buprenorphin s.c. behandelt. Das Abdomen wurde rasiert und desinfiziert. Sobald die
Volinarkose durch negativen Zwischenzehenreflex bestatigt wurde, konnte das Abdomen
mittels medianer Unterbauchlaparotomie erdffnet werden. Das distale Kolon wurde ca. 1-2
cm proximal der Linea dentata mittels einer Yasargil-Gefaltklemme abgeklemmt und nun ein
flexibler Teflonschlauch transanal bis zur Klemme eingefihrt. Um Kotreste zu entfernen
wurde der Enddarm zunachst mit 0,9% NaCl-Lésung gespult. 5 mm distal der ersten
Klemme wurde nun eine zweite weiche Klemme am Kolon fixiert, so dass der Schlauch
zwischen beiden Klemmen zu liegen kam. Um die Kolonmukosa aufzubrechen wurde nun
50-80 ul Trypsin-EDTA 0,25% durch den Schlauch instilliert. Nach 10 Minuten wurde die
distale Darmklemme entfernt, das Trypsin aspiriert und anschlielend erneut mit 0,9%iger
NaCl-Lésung gespllt. Nun konnte die Eppendorf-Tube mit 50 uyl Adenovirus-Suspension
(1x10"" pfu/ml) aufgetaut werden und mit Hilfe einer diinnen Kaniile samt 1ml-Spritze
aufgezogen und an den Teflonschlauch anbracht werden. Der Teflonschlauch wurde
wiederum in das Kolon bis zur Klemme transanal eingefiihrt und distal durch eine zweite

Klemme abgedichtet, so dass die Installation der 50 pl Adenovirus-Suspension erfolgen
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konnte. Um ein Austrockenen zu verhindern, wurde das offene Abdomen regelmaflig mit
0,9% NaCl-Losung befeuchtet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten konnte alles
entfernt werden und die Muskel- und Faszienschicht fortlaufend mit PDS Il 5-0 genaht

werden. Der Haut wurde mit chirurgischen Hautklammern verschlossen.

Das Allgemeinbefinden der Mause wurde taglich Uberprift und sobald sich dieses stark
verschlechterte was sich unter anderem durch Apathie, glanzloses Fell oder gekrimmte
Haltung zeigte wurden sie mittels zervikaler Dislokation getdtet. War dies nicht der Fall,

konnten nach 10 Tagen die Hautklammern entfernt werden.
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3.6. Koloskopie

Eine Wochen postoperativ wurden die ersten Koloskopien durchgefiihrt. Diese wiederholten
sich bis zur Tumordiagnose zweimal wdchentlich. Auf vorherigen Futterentzug konnte
verzichtet werden, da sich eventuell vorhandene Kotreste im Rektum ohne Schwierigkeiten

mit dem Koloskop hinter den Tumor schieben liesen.

Zunachst wurden die Mause in eine Narkosebox gesetzt, welche langsam mit 4-5% Isofluran
geflutet wurde. Sobald das Narkosestadium eintrat, welches durch den negativen
Zwischenzehenreflex Uberprift wurde, konnten die Tiere vorsichtig in Rickenlage auf einer
Warmeplatte (37,5°C) fixiert werden. Zum Schutz der Kornea wurde eine Augensalbe
aufgetragen. Die Aufrechterhaltung der Narkose fand mittels Inhalation mit O, bei einer
Konzentration von 2,5-3 % Isofluran statt. Um das Kolon etwas zu dehnen wurde beim

EinfUhren vorsichtig Luft insuffliert.
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3.7. Statistik

Die statistische Auswertung wurde flur kategorische Daten mittels x2 Test und die
Uberlebensdaten mittels Log-rank Test (Darstellung nach Kaplan-Meier) durchgefiihrt. Fiir
Mehrfachvergleiche wurden ANOVA mit Turkey-Post-Test verwendet. p<0.05 wurde als
statistisch signifikant angesehen und falls angebracht flr multiples Testen adjustiert. Fir die
statistische Analyse und die Datenerfassung wurde Graphpad Prism 7 (Graphpad Software
Inc.) genutzt. Statistisch signifikante Werte werden mit Sternchen angezeigt (* p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001).
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3.8. Probengewinnung und Aufbereitung

Die Tiere wurden zu vordefinierten Zeiten (Tage=d) (56d, 112d, 168d) schmerzfrei durch
zervikale Dislokation getdtet. Zusatzlich zu diesen festgesetzten Zeitpunkten wurden
Uberlebensgruppen angelegt. Diese Tiere wurden erst getdtet, wenn sie schlechtes

Allgemeinbefinden zeigten.

Gewebeproben wurden vom Tumor, Leber und Lunge entnommen und fir die weitere
Bearbeitung flr die histologische Bestimmung in 4%igen Formalin (Paraformaldehyd)
konserviert. Zusatzlich wurde Tumorgewebe und Gewebe eines gesunden, mit 0.9% NaCl

gereinigten Darmabschnittes gewonnen und in Kryokonservierung bei -80°C aufbewahrt.

Die Herstellung der histologischen Schnitte und deren Hamatoxylin-Eosin-Farbung fihrte

das Pathologische Institut der Universitatsklinik Heidelberg durch.

Die histologische Bewertung und Einstufung wurde durch PD Dr. Michael Muders im Institut
fur Pathologie, Universitatsklinikum Carl Gustav der TU Dresden vorgenommen. Die

Einteilung der malignen Tumoren fand gemaR der TMN-Klassifikation statt.
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4. Ergebnisse

Die operative Tumorinduktion konnte bei 287 Tieren durchgefihrt werden. Als Kontrolltiere
dienten davon je 2 Tiere aus jeder der vier Genotypgruppen (n=8). Diese wurden nicht mit
Adenovirus, sondern mit einer 0,9%igen NaCl-Lésung infiziert. Zusatzlich zu diesen Tieren
wurden zur Kontrolle 12 Wildtypmause in die Versuche eingebracht, welche die gleiche
Behandlung wie die genmanipulierten Mause erhielten. Keines der Kontrolltiere entwickelte

Tumoren.

Von den 279 Mausen (ohne Kontrolltiere) mussten 31 postoperativ getotet werden, da sie

stark vermindertes Allgemeinbefinden zeigten.

Die restlichen Mause (n=248) wurden zweimal pro Woche unter Inhalationsnarkose mittels
Isofluran koloskopiert, um Tumorwachstum zu tberprifen (Abbildung 3). Von diesen Mausen
entwickelten 207 (83 %) der Tiere kolorektale Tumoren. Um das Tumorwachstum zu
analysieren wurden diese nach den vier Genotypen in Gruppen unterteilt und zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (56d, 112d, 168d) schmerzfrei getdtet. Aus tierschutzrelevanten
Grinden konnten nicht alle Tiere bis zum Ende in dem Versuch bleiben, so dass zu jedem
der drei Zeitpunkte 5-8 Mause pro Genotyp ausgewertet wurden (n=74). Zusatzlich wurde
eine Gruppe angelegt, welche die Auswirkung der verschiedenen Mutationen auf das
Uberleben zeigen sollte. Hierfiir wurden insgesamt 60 Mause, von jedem Genotyp 15 Tiere,
untersucht. Sobald die Tiere schlechtes Allgemeinbefinden zeigten, wurden sie durch

zervikale Dislokation getotet.
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Abbildung 3 Koloskopie

A normales Kolon. B Friihes Adenom (Pfeile) in einer Apc-Maus. C Spates Adenom/ friihes Karzinom in einer
AK-Maus. D Fortgeschrittenes Adenokarzinom in einer AKPr-Maus.

Apc, Apc”" Maus; AK, Apc™™ / Kras"S“®"?P"* Maus; AKPr, Apc™™ / Kras"S=¢"2P"* | Tp53-S-R172H* Mmays.

Im Folgenden werden die Gruppen der Genotypen abgekirzt wiedergegeben:
. Apc™ (,Apc)

i. Apc™/ Kras"S-612P" ( AK®)

i.  Apc""/ Kras"*vC"P" | Tp53"" (LAKPfI*)

iV Apcfl/ﬂ/ KraSLSL—G12D/+/ Tp53LSL—R172H/+( AKPr“)

Bei allen Tieren wurden zu den festgesetzten Zeitpunkten, also nach 8, 16 und 24 Wochen
(56d, 112d, 168d) die Tumoren, die Lebern und die Lungen enthommen und histologisch
analysiert, um so die verschiedenen Genmutationen mit deren Auswirkungen auf das

Tumorwachstum miteinander zu vergleichen.

In Abbildung 4A ist die histologische Auswertung der genmanipulierten Mause 8 Wochen
(56d) nach der Adeno-Cre Injektion zu erkennen. Die im Apc-Gen mutierten Tiere zeigten zu
diesem Zeitpunkt grofdtenteils (n=6; 86%) nicht-invasive Adenome und nur ein Tier (n=1;
14%) ein mikroinvasives Karzinom, (Tabelle 1). Das friheste Tumorwachstum war 13 Tage
post OP. Wurde zusatzlich die Mutation im Kras-Gen aktiviert, erhéhte sich die Anzahl an

mikroinvasiven Karzinome um mehr als das Doppelte (n=3; 38%) und die restlichen Tumoren
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(n=5; 62%) wurden als Adenome klassifiziert (Tabelle 2). Das friheste Tumorwachstum lag
auch hier bei 13 Tagen post OP. Bei den AKPr-Mause, bei welchen zusatzlich zu den
anderen beiden Mutationen noch die Punktmutation im p53 aktiviert wurde, steigerte sich die
Maliginitat (grenzwertig signifikant, p=0,086, x2Test) verglichen mit den AK-Mausen, was
dazu fuhrte, dass hier nach 8 Wochen (56d) ein Tier ein Adenom (n=1; 17%) und zwei Tieren
mikroinvasive Karzinome (n=2; 33%) und bereits drei Tiere (n=3; 50%) invasive Karzinome
entwickelten (Tabelle 3). 12 Tage post OP wurde in dieser Gruppe das erste
Tumorwachstum festgestellt. Fand zusatzlich zu den Mutationen im Apc und Kras eine
Nullmutation des p53 statt, so zeigten 40% (n=2) dieser AKPfl-Mause nach acht Wochen
(56d) Adenome und eine hoéhere Anzahl (n=3; 60%) invasive Karzinome. Mikroinvasives
Tumorwachstum wurde nicht beobachtet (Tabelle 4). Hier fand das friheste Tumorachstum
12 Tage post OP statt.

Tabelle 1 Tumorwachstum bei Apc-Mausen nach 56 Tagen

Apc d56

n %
gesamt 7 100
Adenome 6 86
mikroinvasive 1 14
Karzinome
Invasive 0 0
Karzinome

Lilil

Apc, Apc” Maus.

Tabelle 2 Tumorwachstum bei AK-Mausen nach 56 Tagen

Apc + Kras d56

n %
gesamt 8 100
Adenome 5 62
mikroinvasive 3 38
Karzinome
Invasive 0 0
Karzinome

AK, Apc""/ Kras™>" """ Maus.
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Tabelle 3 Tumorwachstum bei AKPr-Mausen nach 56 Tagen

Apc + Kras + p53 R172H d56

n %
gesamt 6 100
Adenome 1 17
mikroinvasive 2 33
Karzinome
Invasive 3 50
Karzinome
G2 1 34
G3 2 66
G4 0 0

AKPr, Apc™ / Kras™ """ | Tp53"t NPT Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4,

entdifferenziert.

Tabelle 4 Tumorwachstum bei AKPfl-Mausen nach 56 Tagen

Apc + Kras + p53 floxed d56

n %
gesamt 5 100
Adenome 2 40
mikroinvasive 0 0
Karzinome
Invasive 3 60
Karzinome
G2 0 0
G3 3 100
G4 0 0

AKPfl, Apc™ /Kras=>- 2P | Tp53" " Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert

Abbildung 4B zeigt die Tumorentwicklung nach 16 Wochen (112d). Zu diesem Zeitpunkt
konnte man bei den Apc-Mausen mikroinvasive Karzinome (n=4; 80%) und nur ein nicht-
invasives Adenom (n=1; 20%) detektieren. Invasives Tumorwachstum wurde in dieser
Gruppe nach 16 Wochen (112d) nicht beobachtet (Tabelle 5). Ahnlich verhielt sich das
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Tumorwachstum der AK-Mause; nach 16 Wochen (112d) zeigte der Grofdteil der Mause
(n=7; 88%) mikroinvasive Karzinome und bei einem Tier (n=1; 12%) wurde der Tumor als
Adenom klassifiziert. linvasives Tumorwachstum konnte auch hier nicht beobachtet werden
(Tabelle 6). Alle AKPr-Mause hatten nach 16 Wochen (112d) mikroinvasive Veranderungen,
wobei zwei Tiere (n=2; 33%) mikroinvasive Karzinome vorwiesen und der Rest (n=4; 67%)
invasive Karzinome zeigte (Tabelle 7). Bei den AKPfl-Mausen konnte mit 86% (n=6)
invasiver Karzinome eine erhdhte Rate invasiver Tumore festegestellt werden, allerdings

zeigte noch ein Tier (n=1; 14%) das Wachstum eines Adenoms (Tabelle 8).

Insgesamt wurde auch nach 16 Wochen (112d) bei den AKPr-Mausen sowie bei den AKPfl-
Mausen, also solche mit Mutationen im p53, eine signifikant héhere Frequenz an invasiven
Tumoren detektiert, verglichen mit den Tumoren der AK-Mause (p=0,003 bzw. p=0,0007).
Auch die Aggressivitat des Tumorwachstums bei AKPr- und AKPfl-Mausen war zu diesem
Zeitpunkt signifikant hdher, als bei den Tieren, welche nur Mutationen im Apc und / oder
Kras trugen (p=0,0002).

Tabelle 5 Tumorwachstum bei Apc-Mausen nach 112 Tagen

Apc d112

n %
gesamt 5 100
Adenome 1 20
mikroinvasive 4 80
Karzinome
Invasive 0 0
Karzinome

Apc, Apc™ Maus.
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Tabelle 6 Tumorwachstum bei AK-Mausen nach 112 Tagen

Apc + Kras d112

n %
gesamt 8 100
Adenome 1 12
mikroinvasive 7 88
Karzinome
Invasive 0 0
Karzinome

AK, Apc™ / Kras™>"®""* Maus.

Tabelle 7 Tumorwachstum bei AKPr-Mausen nach 112 Tagen

Apc + Kras + p53 R172H d112

n %
gesamt 6 100
Adenome 0 0
mikroinvasive 2 33
Karzinome
Invasive 4 67
Karzinome
G2 0 0
G3 2 50
G4 2 50

AKPr, Apc™ / Kras™ """ | Tp53=tNPE Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4,

entdifferenziert.
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Tabelle 8 Tumorwachstum bei AKPfl-Mausen nach 112 Tagen

Apc + Kras + p53 floxed d112

n %
gesamt 7 100
Adenome 1 14
mikroinvasive 0 0
Karzinome
Invasive 6 86
Karzinome
G2 0 0
G3 0 0
G4 6 100

AKPfl, Apc™ /Kras™C P | Tp53"™ Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert.

In Abbildung 4C ist die Tumordifferenzierung nach 24 Wochen (168d) abzulesen. Nach
dieser Zeit wurde in jeder Genotypgruppe auch das Wachstum invasiver Karzinome
beobachtet. Bei den Apc-Mausen wurden ausschliellich invasive Karzinome (n=2; 40%)
oder mikroinvasive Karzinome (n=3; 60%) detektiert, (Tabelle 9). Die AK-Mause wiesen eine
héhere Anzahl an invasiven Karzinomen (n=3; 60%) und mikroinvasiven Karzinomen (n=2;
40%) auf, verglichen mit den Tieren nach 16 Wochen (112d), (Tabelle 10). Bei den AKPr-
Mausen zeigte zu diesem Zeitpunkt noch ein Tier (n=14%) ein invasives Adenom und der
Groldteil der Tiere (n=6; 86%) entwickelte invasive Karzinome (Tabelle 11). Anders verhielt
sich das bei den AKPfl-Mausen, welche nach 24 Wochen (168d) Uberwiegend invasive
Karzinome (n=4; 80%) entwickelten. Bei einer Maus wurde nach dieser Zeit ein
mikroinvasives Karzinom (n=1; 20%) detektiert (Tabelle 12). Wie auch nach acht Wochen
(56d) und nach 16 Wochen (112d) ist das Tumorwachstum nach 24 Wochen (168d) bei den
AKPfl-Mausen sigifikant (p=0,049) invasiver als das der AKPr-Mause.
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Tabelle 9 Tumorwachstum bei Apc-Mausen nach 168 Tagen

Apc d168

n %
gesamt 5 100
Adenome 0 0
mikroinvasive 3 60
Karzinome
Invasive 2 40
Karzinome
G2 0 0
G3 2 100
G4 0 0

Apc, Apc™ Maus. G2, maBig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert.

Tabelle 10 Tumorwachstum bei AK-Mausen nach 168 Tagen

Apc + Kras d168

n %
gesamt 5 100
Adenome 0 0
mikroinvasive 2 40
Karzinome
Invasive 3 60
Karzinome
G2 1 33
G3 2 67
G4 0 0

AK, Apc""/ Kras™ """ Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert.
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Tabelle 11 Tumorwachstum bei AKPr-Mausen nach 168 Tagen

Apc + Kras + p53 R172H d168

n %
gesamt 7 100
Adenome 1 14
mikroinvasive 0 0
Karzinome
Invasive 6 86
Karzinome
G2 0 0
G3 2 33
G4 4 67

AKPr, Apc™" / Kras™>= "% | Tp53=-N127 Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4,
entdifferenziert.

Tabelle 12 Tumorwachstum bei AKPfl-Mausen nach 168 Tagen

Apc + Kras + p53 floxed d168

n %
gesamt 5 100
Adenome 0 0
mikroinvasive 1 20
Karzinome
Invasive 4 80
Karzinome
G2 0 0
G3 1 25
G4 3 75

AKPfl, Apc™" /Kras=>= P Tp53" ™ Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert.

Des Weiteren wurde durch das T-Staging die lokale Primartumorausdehnung bei allen
Mausen nach 24 Wochen (168d) (Abbildung 4D) bestimmt. Dabei steht T1 fur eine
TumorgroRRe unter 2cm, T2 flr eine TumorgréfRe von 2cm bis 5¢cm, T3 flr eine TumorgrofRe
Uber 5cm und T4 fur die Tumorinfiltration der Haut. Sowohl die Apc-Mause, als auch die AK-

Mause zeigten nach dieser Zeit ausschlieRlich T1-Tumoren. Bei den AKPr-Mausen konnten
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alle Tumorstadien von T1-T4 detektiert werden und die AKPfl-Mause wiesen zum
uberwiegenden Teil T4-Tumorstadien auf. Dadurch wird die Steigerung der Invasivitat des
Tumorwachstums mit jeder hinzukommenden Genmutation, vom APC Uber KRAS bis zu
TP53 (p=0,15) verdeutlicht. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ereignissen, welche

in der humanen Adenom-Karzinom-Sequenz vorkommen (s.2.1.2.).

A 8 Wochen nach Ti indukti B 16 Wochen nach Tumerinduktion
1 r £ ] r " 1 W invasives Karzinom 100
b B mikroinvasives Karzinom ' rdlkromvewes Reezngy
0 Adenom e
E p=003 6 E P=0.004 [
= &l
= 5o = 504
3 3
#® E
T Ape AK AKPr  AKPHI =
c D
24 Wocehen nach Tumerindukti T-Staging nach 24 Wochen
e ——— s ¥
1001 @ mikroinvasives Karzinom 100 1
o Adenom [
T
u p=022(7 ns) u g 12
- £ | - T
= 504 = 504 |
3 E | T4
£ = . pe015 (¢ nal
o [/} . — S — - —
Apc AK AKPr AKPH Apc AK AKPr AKPHI

Abbildung 4 Tumorentwicklung und T-Staging

A 8 Wochen nach Tumorinduktion durch AdenoCre-Infektion. B 16 Wochen nach Tumorinduktion durch
AdenoCre-Infektion. C 24 Wochen nach Tumorinduktion durch AdenoCre-Infektion D T-Staging nach 24 Wochen
bei Apc-, AK-, AKPr- und AKPfl-Mausen.

T1= Tumor <2cm; T2= Tumor 2-5cm; T3= Tumor<5cm , T4= Tumorinfiltration der Haut.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. Apc, Apcﬂ/ﬂ Maus; AK, Apcﬂ/ﬂ/ Kras 62" Maus; AKPr, Apcﬂ’ﬂ/ Kras =610
Tp53 -SSR0 Maus; AKPAl, Apc™ /Kras"*-¢"2" | Tp53" " Maus.

Die histologische Tumorauswertung in H/E-Farbung der Mause dieses GEMM
veranschaulicht, dass die Tiere fast ausschlieRlich solche Adenokarzinome entwickelten, wie

sie auch beim humanen kolorektalen Adenokarzinom vorkommen (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Histologie

A Villdses Adenom mit hochgradiger intraepithelialer Neoplasie (Apc,10x). B Adenom mit intramukosalem
Karzinom (AK,2x). C Fruhes Adenokarzinom, welches in die Submukosa eindringt (AK,4x). D Lokal
fortgeschrittenes Adenokarzinom, welches in perikolisches Fettgewebe eindringt (AKPfl,10x). E Lokal
fortgeschrittenes Adenokarzinom, welches in pankreatisches Azinuszellgewebe eindringt (AKPf,2x). F
Vergroflerung (10x) von E. G Mesenteriallymphknotenmetastase (AKPr,10x). H.Lebermetastase (AKPr, 10x).

Apc, Apc”" Maus; AK, Apc™"/ Kras"S=®"2?"* Maus; AKPr, Apc™™ / Kras™SH¢"12P"" | Tp53-S-R172H* Maus; AKPAl, Apc™

LSL-G12D/+ / Tp53ﬂ n

/Kras Maus.

Alle invasiven Karzinome wurden einem pathologischen Grading unterzogen (Tabelle 1-12).
Die Beurteilung des Differenzierungsgrades der Tumoren wurde mit Hilfe eines
standartisierten Gradingsystems vorgenommen. Dieses reicht von gut differenziert (G1) Uber
maRig differenziert (G2) und niedrig differenziert (G3) bis zu entdifferenziert (G4).
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Nach 56 Tagen wurden alle invasiven Karzinome (n=3) der AKPfl-Mause in Grad 3 (n=3;
100%) und die der AKPr-Mause (n=3) in Grad 2 (n=1; 34%) und Grad 3 (n=2; 66%) eingeteilt
(Abbildung 6A). Acht Wochen (112d) spater differenzierten sich die Tumoren weiter und alle
invasiven Karzinome der AKPfl-Mause (n=6) wurden als Grad 4 (n=6; 100%) klassifiziert. Die
invasiven Karzinome der AKPr-Mause (n=4) entwickelten sich nach dieser Zeit sowohl in
Grad 3 (n=2; 50%) als auch in Grad 4 (n=2; 50%) (Abbildung 6B). Nach 24 Wochen ( 168d)
wurden auch bei zwei Apc Mausen (n=2) und bei zwei AK-Mausen (n=3) invasive Karzinome
detektiert. Die Apc-Mause zeigten nach dieser Zeit ausschlieRlich Karzinome, welche in
Grad 3 (n=2; 100%) eingestuft wurden, wobei die AK-Mause sowohl G2 (n=1; 33%) als auch
G3 Karzinome (n=2; 67%) zeigten. Die invasiven Karzinome der AKPfl-Mause (n=4) wurden
nach dieser Zeit histologisch nur bei einer Maus in Grad 3 (n=1, 25%) und bei den restlichen
Tieren in Grad 4 (n=3; 75%) eingestuft. Ahnlich verhielt es sich bei den invasiven
Karzinomen der AKPr-Mause (n=6), bei denen ebenfalls Grad 3 (n=4; 67%) und Grad 4
(n=2; 33%) analysiert wurde (Abbildung 6C).

Das onkogene Potential von p53 wird deutlich, vergleicht man Abbildung 6A mit 6B. So
entwickelten sich die invasiven Karzinome der AKPfl-Mause innerhalb 8 Wochen

ausnahmslos von Grad 3 zu Grad 4.

A Pathologisches Grading an Tag 56 B Pathologisches Grading an Tag 112 (% Pathologisches Grading an Tag 168
100 100 100
§ G2 § m G2 § = G2
LI G, Gl m G3
3 mo f o d - G4
n/a n/a n/a n/a
[} 0 o
Apc AK AKPfI AKPr Apc AK AKPfl AKPr Apc AK AKPfI AKPr

Abbildung 6 Differenzierungsgrad der Tumoren

A Nach 8 Wochen (56d). B nach 16 (112d) Wochen. C nach 24 Wochen (168d) bei den Apc-, AK-, AKPr- und
AKPfl-Mausen.

Apc, Apc”" Maus; AK, Apc""/ Kras"S=®"2?"* Maus; AKPr, Apc™™ / Kras"S-¢"12P"" | Tp53-S-R172H* Maus; AKPAl, Apc™
/Krag-S-€120/* Tp53ﬂ M Maus. G2, maRig differenziert. G3, niedrig differenziert. G4, entdifferenziert.

Die Auswirkungen der verschiedenen Genmutationen auf die Lebensdauer wurde an
insgesamt 60 Tieren, 15 von jeder Genotypgruppe, beobachtet. Diese Tiere wurden sobald
sie stark vermindertes Allgemeinbefinden zeigten getétet und der Tumor, sowie Leber und

Lunge wurden entnommen und histologisch analysiert.

50



Ergebnisse

Zwischen Apc- und AK-Mausen konnte kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit
beobachtet werden (mittlere Uberlebenszeit 258 Tage (Apc-Mause) vs. 302 Tage (AK-
Mause), p=0,97, log rank Test). Anders verhielt sich das, wenn die weitere Mutation im p53
hinzukam. In Abbildung 7 wird verdeutlicht, dass die Mause, welche die Punktmutation von
p53 trugen (AKPr-Mause) eine (grenzwertig signifikant) geringere mittlere Uberlebenszeit
(186 Tage, p=0,16) aufwiesen, als die Mause, bei welchen die Nullmutation des p53 aktiviert

wurde (AKPfl-Mause) und eine mittlere Uberlebenszeit von 89 Tagen (p<0,0001) hatten.

Die Tiere der AKPfl-Gruppe starben Uberwiegend (n=8; 53%) an Obstruktionen des Kolons

was dem aggressiven Tumorwachstum geschuldet ist (Abbildung 8A).

Uberlebenskurve

J

100
] —— Apc
4 AK
J —t—  AKPY
?5-: — AKPA
§ : p < 0.0001 (log rank)
Q .
§ 5]
& .
£
= 1
X 254
-
0 —
0 400 500

Tage ab Tumorinduktion

Abbildung 7 Uberlebenskurve
Vergleich der Uberlebenszeit abhangig vom Genotyp

Apc, Apc"™ Maus; AK, Apc™/ Kras"S“®"?P"* Maus; AKPr, Apc™ / Kras"S=C"120"* | Tp53-StR172H% Maus; AKPAl, Apc™

/Kras"3=€"2P"* 1 Tp53" " Maus.

Metastasenwachstum konnte bei insgesamt 5 Tieren (n=5; 4%) analysiert werden. Die
AKPfl-Mause entwickelten zwar invasive und schnell wachsende Tumore, zeigten aber keine
Metasierung. Anders verhielt sich die Karzinogenese der AKPr-Mause, denn hier wurden

sowohl Lymphknotenmetastasen (n=2; 28,6%) an Tag 168 (Abbildung 5G) als auch
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Lebermetastasen bei einer Maus (n=1; 20%) nach 112 Tagen und bei zwei Mausen (n=2;
28,6%) nach 168 Tagen (Abbildung 8B und 5H) detektiert.

Lungenmetastasen wurden nur bei einer AK-Maus der Uberlebensgruppe, welche nach 262

Tagen getdtet wurde, beobachtet.
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Abbildung 8 Praparation

A distales Kolon mit Karzinom in einer AKPfl-Maus. B Lebermetastase(Pfeile) in einer AKPr-Maus.

AKPr, Apc™™/ Kras-S-C12P"* | Tp53-SER12H Maus; AKPAl, Apc™™ /Kras™S-¢"2?* 1 Tp53" " Maus.
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5. Diskussion

Aufgrund der noch immer inakzeptabel hohen Mortalitat des kolorektalen Karzinoms sind
Verbesserungen in Diagnostik und Therapie dieser Erkrankung dringend notwendig. Zur
Entwicklung neuer Therapieformen sind zuverlassige und aussagekraftige biologische

Modelle mit reproduzierbaren Tumorwachstums- und Metastasierungsraten essentiell.

Klassische Mausmodelle wie z.B. subkutane Xenografts sind einfach und kostenglnstig
herzustellen. Aufgrund der humanen und meist anaplastischen Zelllinien ist ihre
Aussagefahigkeit jedoch sehr limitiert. Die sich entwickelnden Tumoren sind meist wie
die verwendeten Zelllinien entdifferenziert und wachsen sehr schnell, im Gegenzug
sprechen sie jedoch auch sehr gut auf viele zytotoxische Therapien an. Aufgrund des
fremden Tumorstromas sind molekularbiologische Fragestellungen selten adaquat zu

beantworten (Roper und Hung 2012).

GEMMs haben diese Limitationen nicht. Sie basieren generell auf der Induktion von
Tumor-spezifischen Mutationen direkt im Zielgewebe und flhren so dazu, dass die Maus
ihren eigenen Tumor entwickelt. Diese Tumoren verhalten sich biologisch den humanen
Tumoren sehr ahnlich, insbesondere akkumulieren sie im weiteren Verlauf neue
Mutationen und metastasieren auch (Hingorani et al. 2005; Singh et al. 2012). Fir diese
Arbeit wurde ein neuartiges Mausmodell entwickelt, welches das Tumorwachstum im
Kolon von Mausen reprasentiert und dabei die Adenom-Karzinom-Sequenz des KRK, wie
in der Humanmedizin beschrieben, widerspiegelt. Hierbei spielen drei Mutationen eine
wesentliche Rolle. Diese sind im Apc-Gen, im Kras-Gen und im Tp53-Gen. Dieses
Modell wird bereits beschrieben (Hung et al. 2010), hier werden jedoch lediglich
Mutationen im Apc und Kras verwendet, woraufhin sich nicht-metastasierende Tumoren
entwickeln. In der hier vorliegenden Arbeit wird dieses Modell um zwei verschieden

alterierte Tp53-Allele erganzt.

Die hierflir gezlichteten Mause des Stammes C57BL/6N tragen konditionelle Mutationen
im Apc-Gen, im Kras-Gen und im Tp53-Gen entweder alleine oder in Kombination. Um
eine frihe Letalitat zu verhindern, verwenden wir die Genmutationen in gefloxter Form
und konnen diese durch Infektion des Kolons mit Adenoviren, welche fir Cre-
Rekombinase kodieren, gezielt lokal aktivieren. Nach erfolgreicher Operation werden die
Mause zweimal wdchentlich kolosokopiert, um den Zeitpunkt des Tumorwachstums
festzustellen. Danach werden die Tiere zu drei verschiedenen Zeitpunkten (56d, 112d,
168d) =zur Probengewinnung schmerzfrei getétet. Zusatzlich gibt es eine

Uberlebensgruppe, in der der Einfluss des Genotyps auf das Uberleben der Tiere
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untersucht wird. Die Tumoren werden histologisch untersucht und nach

Differenzierungsgraden eingestuft.

In diesem Mausmodell entwickeln 207 (83%) Mause kolorektale Tumoren. Die Tiere, die
als Kontrollgruppe dienen, zeigen wie erwartet kein Tumorwachstum. Hier werden jeweils
2 Kontrolltiere fir jede Genotypgruppe verwendet. Anstatt der Infektion mit dem
Adenovirus wird eine Instillation mit 0,9%igen NaCl durchgefuhrt. Aulerdem gibt es
zusatzlich als Kontrolle Wildtypmause, die keine genetischen Mutationen tragen und

genau wie die genmanipulierten Mause behandelt werden.

Die fehlende Tumorentwicklung der restlichen Mause (n=31; 17%) kann darin begrindet
werden, dass sie vor einer moglichen Tumorentwicklung verstorben sind oder auf Grund

schlechten Allgemeinbefindens friihzeitig aus dem Versuch genommen werden mussten.

Das erste Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz ist die Mutation im Apc-Gen. Apc
fungiert als Tumorsuppressor-Gen und verhindert somit willkirliches Zellwachstum. Eine
Inaktivierung dieses Gens fuhrt zur Bildung von Adenomen (Powell et al. 1992). Auch in
der vorliegenden Arbeit fuhrt die Apc-Mutation bei dem Groldteil (n=6; 86%) der Mause
zur Bildung von Adenomen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen der
Veroffentlichung von Hung aus dem Jahr 2010 (Hung et al. 2010). Der Zeitpunkt der
Tumorentwicklung stellt sich im Vergleich mit Hung unterschiedlich dar. Der friheste
Zeitpunkt der Tumorerkennung betragt in dem hier vorgestellten Modell 13 Tage post
OP. Die Veroéffentlich von Hung gibt als friihesten Zeitpunkt der Tumorentdeckung sechs
Wochen an. Die deutlich frihere Tumorentwicklung in dieser Arbeit kdnnte an der
héheren Konzentration des verwendeten Adenovirus liegen: diese betragt bei diesem
Modell 10 " pfu/ml, wobei Hung eine Konzentration von 10 ° pfu /ml verwendet (Hung et
al. 2010). In einer Verdffentlichung von Shibata (1997) wird das erste Mal beschrieben,
dass bei Mausen mit gefloxten Apc-Genmutationen eine Aktivierung mit Hilfe des Adeno-
Cre-Rekombinasesystems  herbeigefihrt  wird. Der friheste Zeitpunkt der
Tumorentdeckung wird nach drei Monaten beschrieben. Allerdings werden die Tumoren

nicht durch Koloskopie detektiert, sondern mittels Obduktion post mortem (Shibata 1997).

Die histologische Auswertung der Tumoren, welche durch die Apc-Mutation entstanden
sind, belegt Invasivitat und Aggressivitat des Tumorwachstums mit zunehmendem Alter.
Die vorgelegte Studie diagnostiziert bei fast allen Apc-Mausen (n=4; 80%), welche nach
16 Wochen getétet werden, mikroinvasive Karzinome und nur einmal (n=1; 20%) das
Wachstum eines Adenoms. Nach 24 Wochen kdnnen wir bei allen Mausen histologisch
eine Weiterentwicklung des Tumorwachstums zu teils mikroinvasiven und teils invasiven

Karzinomen detektieren. In der Arbeit von Shibata kénnen &ahnliche Ergebnisse,
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allerdings nach einem viel langeren Zeitraum beobachtet werden: Mause, welche nach
Aktivierung der Apc-Genmutation durch Adeno-Cre nach einem Jahr getdtet werden
zeigen histologisch zu 50 % invasive Karzinome (Shibata 1997). Die histologische
Auswertung in der Arbeit von Hung ergibt fir diese Genmutation nach sechs Wochen bei
fast allen Tieren (n=56; 93%) die Entwicklung zu Adenomen und bei einer nur sehr
geringen Anzahl (n=4; 7%) eine Weiterdifferenzierung zu Karzinomen wobei nach 18
Wochen das frilheste Wachstum von Karzinomen dokumentiert wird (Hung et al. 2010),
was in der vorliegenden Arbeit schon nach 16 Wochen beobachtet werden kann. In einer
ahnlichen Arbeit von Xue (2010) wird nach 20 Wochen bei nur 20% der Mause ein

Ubergang von Adenome in Adenokarzinome beobachtet.

Bei dieser Genmutation wird in unserem genetisch induzierten Mausmodell kein
Metastasenwachstum beobachtet. Auch in der zur Verfugung stehenden Literatur gibt es

keine Verdffentlichungen, welche Metastasierung bei diesem Genotyp beschreiben.

Die zweite entscheidende Rolle in der Adenom-Karzinom-Sequenz des kolorektalen
Karzinoms spielen die ras-Onkogene, in der kolorektalen Karzinogenese vor allem Kras.
Dessen Aktivierung bewirkt weitere Proliferation und Dysplasie des Kolonepithels bis hin
zur Entwicklung von Adenokarzinomen (Tuveson et al. 2004). In dem GEMM der
vorliegenden Arbeit wird dieses Geschehen gut rekapituliert. Hierfir werden Mause mit
Mutationen sowohl im Apc-Gen, als auch im Kras-Gen (AK-Mause) in gefloxter Form
gezichtet und die Genmutation mittels Adeno-cre-Rekombinase aktiviert. Dabei
entwickeln mehr Mause einen Tumor im Kolon, als solche, die nur die Apc-Mutation
tragen. Dies verdeutlicht, dass durch Mutationen sowohl im Apc-Gen als auch im Kras-
Gen die Tumorrate steigt. Diese Beobachtung beschreiben auch andere Autoren
(Tuveson et al. 2004; Hung et al. 2010; Krasinskas 2011; Armaghany et al. 2012; Fearon
und Wicha 2014). Die Anzahl der Tiere (n=47; 90%), welche nach der Virusinstillation
Tumoren entwickeln liegt jedoch im direkten Vergleich mit denen aus der
Verodffentlichung von Hung niedriger (n=53; 96%). Allerdings liegt der Zeitpunkt der
frihesten Tumorentdeckung in unserem Modell bei 13 Tagen post OP, wobei andere

Autoren drei Wochen angeben (Hung et al. 2010).

Bei den AK-Mausen werden in dieser Arbeit keine Lebermetastasen entdeckt. In der
Veroffentlichung von Hung et al. (2010) wird das Wachstum von Lebermetastasen bei 5
Mausen (20 %) beschrieben. Als frUhesten Zeitpunkt gibt er dafir 24 Wochen an. Die
fehlende Lebermetastasierung fir diese Genotypgruppe in unserem GEMM, kann daran
liegen, dass der spateste Zeitpunkt flr die Untersuchung auf Metastasierung bereits nach
24 Wochen festgelegt wird. Wahrscheinlich zeigen nach langerer Zeit mehr Mause

Metastasenwachstum. Allerdings wird die Uberlebensdauer der Mé&use durch die
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geringere Differenzierung und dadurch schnelleres lokales Tumorwachstum

beeintrachtigt.

Die histologische Auswertung der AK-Mause verdeutlicht, dass auch die Invasivitat der
Tumoren durch die zusatzliche Genmutation im Kras verstarkt wird. So entdifferenzieren
bereits nach acht Wochen mehr als ein Drittel der Adenome zu Karzinomen (n=3; 38%)
und nach weiteren acht Wochen findet bei fast allen (n=7; 88%) eine Weiterentwicklung
zum sowohl mikroinvasiven als auch invasiven Karzinom statt. Ahnliche histologische
Ergebnisse werden in den Versuchen von anderen Autoren erzielt. Bei selben
Genmutationen wird etwa Zweidrittel als Adenome und Eindrittel als Karzinome
klassifiziert. Allerdings findet bei dem Mausmodell von Hung un Mitarbeiter (2010) die

frlheste Weiterentwicklung zu Karzinomen erst nach 20 Wochen statt (Hung et al. 2010).

Ein weiteres Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz betrifft Mutationen in TP53.
Diese fuhrt zu verstarkt onkogenem Potential und in der Folge zu einer hdheren
Wahrscheinlichkeit der Metastasierung. Diese ist ausschlaggebend fir die
Uberlebensrate in KRK-Patienten (O’Connell et al. 2004), welche nach Auffinden von
Metastasen unter 10 % liegt (Jemal et al. 2011). In diversen Veroffentlichungen kann
gezeigt werden, dass p53 das onkogene Potential erhéht (Baker et al. 1989; Harris 1996;
Levine 1997; Morton et al. 2009; Doyle et al. 2010; Liu et al. 2013). Begrundet ist dies in
der doppelten Funktion von p53. Kommt es zu einer Beeintrachtigung oder auch zum
vollstadndigen Verlust des Wildtyp-Allels, fuhrt dies zum Funktionsverlust als
Tumorsuppressorgen. Zusatzlich werden aufgrund der Punktmutation weitere onkogene
Eigenschaften aktiviert (Olive et al. 2004; Jackson 2005).

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass sich durch die Nullmutation im p53 die Anzahl
anaplastischer und maligner Tumoren erhéht. Es werden Tiere mit den Genmutationen
im Apc, Kras und der Nullmutation von p53 (AKPfl-Maus) in die Versuche genommen.

Bei allen Tieren findet eine Aktivierung der Gene durch Adeno-Cre statt.

Die histologische Auswertung verdeutlicht das starke Tumorwachstum durch die
Nullmutation von p53 wund dem damit verbundenen Funktionsverlust als
Tumorsuppressorgen, was so auch in der Literatur beschrieben wird (Onuma et al.
2013): Wir beobachten schon nach acht Wochen bei 60% der Tiere (n=3) die
Entwicklung zu invasiven Karzinomen, diese steigt im weiteren Verlauf an und nach 24
Wochen sind bei fast allen Mausen (n=4; 80%) invasive Karzinome histologisch bestatigt.
Die Tiere dieser Gruppe zeigen die geringste Uberlebenszeit, welche dem starken
Tumorwachstums geschuldet ist. So entwickeln 8 Tiere (53%) Darmverschlissen auf

Grund des massiven Wachstums. Keine dieser Mause lebt langer als 168 Tage. Die
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Punktmutation des p53 scheint sich anders auf das Tumorwachstum und die

Metastasierung auszuwirken.

Um dies zu untersuchen werden in dieser Arbeit Mause mit Genmutationen im Apc und
Kras sowie der Punktmutation im p53 (AKPr-Maus) gezlichtet. Zwar entwickeln nach acht
Wochen die meisten Mause Karzinome (n=5; 88%), was sich aber in den Folgewochen
nicht deutlich steigert. Allerdings beobachten wir bei dieser Mutation Metastasenbildung.
Sowohl im Mesenteriallymphknoten bei zwei Tieren (n=2; 28,6%) nach 24 Wochen als
auch in der Leber, bei einem Tier (n=1; 20%) nach 16 Wochen und bei zwei Tieren (n=2;
28,6%) nach 24 Wochen.

Die Ergebnisse beziglich der beiden Mutationen in Tp53 deuten darauf hin, dass eine
geringe Funktion als Tumorsuppressor erhalten bleibt. Denn die Tumorproliferation bei
Tieren mit der Punktmutation in diesem Gen schreitet langsamer voran verglichen mit
den Tieren, welche einen Funktionsverlust des Gens aufweisen Die gewonnenen
onkogenen Eigenschaften fihren allerdings zu einer gesteigerten Metastasierungsrate.
Diese Beobachtungen werden in der vorhandenen Literatur ebenfalls von verschiedenen
Autoren beschrieben (Olive et al. 2004; Jackson 2005).

Mit dem hier entwickelten Mausmodell kann gezeigt werden, dass die Malignitat der
bereits in der Publikation von Hung et al. (2010) beschriebenen Tumoren deutlich
gesteigert werden kann, wenn zusatzlich zu den Mutationen im Apc-Gen und Kras-Gen
eine Mutation in Tp53 hinzukommt. Das verstarkt onkogene Potential wirkt sich auch auf
die Metastasierungsrate aus. Denn erst nachdem die Mutation im Tp53 aktiviert wird,

kann Metastasenwachstum, bei den AKPr-Mausen, beobachtet werden.

Vergleicht man die beiden Mutationen im Tp53 miteinander, so zeigen Tiere mit der
Nullmutation stets aggressiveres Tumorwachstum als solche, bei welchen die
Punktmutation des p53 aktiviert wird. Es ist durchaus moglich, dass zum spateren
Zeitpunkt der Untersuchung, also bei langerem Tumorwachstum, weitere Metastasen
auftreten, da in dieser Studie Metastasen nach friihestens 156 Tagen beobachtet

werden.

Das hier vorgestellte, neu etablierte Mausmodell erflllt die meisten Kriterien, welche an
ein ideales Mausmodell fir die Krebsforschung gestellt werden (Sharpless und Depinho
2006). Dazu zahlen 1) eine hohe Penetranz bei einer niedrigen Latenzzeit, 2) genetische
Evolution durch sekundare epigenetische Eriegnisse, 3) leichte Durchfliihrung der
Beobachtung des Tumorwachstums und der weiteren histologischen Analyse, sowie 4)
leichte Handhabung. In der vorliegenden Arbeit wird mit einer durchschnittlichen

Tumorentwicklung von 2-4 Wochen nach Tumorinduktion eine niedrige Latenzzeit bei
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einer hohen Penetranz von 83% erreicht. Dass zusatzlich zu den genetischen
Ereignissen weitere sekundare genetische Veranderungen ausgeldst werden, kann unter
anderem durch Funktionsverlust der Tumorsuppressorfunktion des Tp53 nach dessen
Genmutation gezeigt werden. Die Beobachtung des Tumorwachstums wird durch die
Koloskopie gut und einfach vollzogen und eine histologische Tumoranalyse ist ohne
Probleme durchflhrbar. Die Zucht der Mause, sowie die Genotypisierung zum Erreichen
des gewlnschten Genotyps gestaltet sich effektiv. Das einzige Kriterium bei dem hier
vorgestellten genetisch induzierten Mausmodell ist die Operationsmethode. Um die
jeweiligen Mutationen zu aktivieren ist diese aufwendig und invasiv. Doch nur durch
diese Methode kann gewahrleistet werden, dass die Tumorbildung an der gewinschten
Stelle im Kolon stattfindet und durch die Koloskopie erreicht werden kann. Andere
Methoden zur Tumorinduktion, wie gewebespezifische Cre-Expression, veranlasst
Tumorwachstum in anderen Organen wie dem Dinndarm (Robanus-Maandag et al.
2010). Selbst wenn die Cre-Expression auf das Kolon begrenzt werden kann, ist es

nahezu unmaoglich die Tumoren durch Koloskopie zu erreichen (Xue et al. 2010).

Das hier prasentierte genetisch induzierte Mausmodell imitiert das humane kolorektale
Karzinom nicht nur klinisch sondern auch molekular, was tumorgenetische und
praklinisch therapeutische Studien ermoglicht. Somit wird durch die Verwendung solcher
Mausmodelle in Zukunft weitere Forschungsarbeiten mdglich sein, die neue Erkenntnisse
zur Molekularbiologie und Behandlung des kolorektalen Karzinoms bringen kénnten, um

so letztlich die Mortalitat dieser Tumorerkrankung zu senken.
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6. Zusammenfassung

Das Kolorektale Karzinom (KRK) gehort zu den haufigsten Krebserkrankungen des
Menschen. Die Mortalitat in Deutschland liegt bei Mannern und Frauen bei 26 000 und die
5-Jahres-Uberlebensrate betragt 60% und ist damit nach wie vor inakzeptabel hoch. Daher
sind weitere Verbesserungen in der Diagnostik und der Therapie dieser Erkrankung dringend
notwendig. Es existieren zwar bereits einige Tiermodelle zum KRK, jedoch basieren diese
meist auf der Injektion von Zelllinien und die Ergebnisse dieser Modelle lassen sich nur
bedingt auf den Menschen Ubertragen. Das hier etablierte genetisch induzierte Mausmodell
(GEMM) zeichnet sich dadurch aus, dass es durch gewebsspezifische Genveranderungen
die Tumoren direkt in der Maus entstehen Idsst. Im hier beschriebenen Modell wurden
Mutationen nicht nur im Apc-Gen und im Kras-Gen sondern erstmals auch im Tp53- Gen im
Kolon der Maus induziert. Die Kombination dieser drei Mutationen kommt im humanen KRK

haufig vor und ist maf3geblich an der Adenom-Karzinom-Sequenz beteiligt.

Zur gewebsspezifischen und zeitlich gesteuerten Aktivierung der Mutationen wurde das
Crel/loxP-System verwendet; die konditionellen Mutationen in der Keimbahn wurden durch
lokale Infektion des Kolons mit einem Cre-Adenovirus aktiviert. Verschiedene Mauslinien
wurden gezielt verpaart, um die folgenden Genotypen zu erhalten: Apc™ (,Apc*), Apc"" /
Krag-St-6120/+ (,AK"), ApCfI/ﬂ/ Krag-SL-6120/+ Tp53ﬂ/ﬂ (,AKPfI) und ApCfI/ﬂ/ KragtSt6¢120/+ Tp53|_SL-
RIT2HE( AKPr‘). Zur zusatzlichen Untersuchung der onkogenen Funktion von
Punktmutationen im Tp53-Gen wurde nicht nur ein konditionelles Knockout-Allel (Tp53 fl/fl),
sondern auch eine konditionelle Hotspot-Mutante von Tp53 (LSL-Tp53 R172H) untersucht.
Nach der Infektion mit dem Adenovirus entwickelten 83% (n=207) der Tiere innerhalb
weniger Wochen Tumoren im infizierten Darmsegment. Das Tumorwachstum wurde durch
repetitive Koloskopien Uberwacht und die Tumoren wurden zu drei verschiedenden
Zeitpunkten (56d,112d und 168d) bei jeweils acht Tieren von jedem der vier Genotypen
(n=74) entnommen und histologisch untersucht. In einer weiteren Kohorte wurde das

Uberleben abhéngig vom Genotyp der Tumoren bei 60 Tieren gemessen.

Wie erwartet entwickelten und entdifferenzierten sich die Tumoren der AK-Mause schneller
als jene der Apc-Mause. Nach 8 Wochen zeigte ein Tier (n=1; 14%) der Apc-Mause das
Wachstum eines mikroinvasiven Karzinoms, wobei bei den AK-Mausen nach dieser Zeit
bereits die doppelte Anzahl (n=3; 38%) an mikroinvasiven Karzinomen beobachtet wurde.
Bei den AKPfl- und AKPr-Mausen resultierte sowohl die Punktmutation in Tp53 als auch der
vollstandige Verlust von Tp53 in rasch wachsenden entdifferenzierten Tumoren. Nach 24
Wochen wurde bei fast allen (n=4; 80%) AKPf-Mausen und bei dem Groliteil (n=6; 86%) der

AKPr-Mause die Entwicklung zu invasiven Karzinomen analysiert. Tiere mit einem
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vollstandigen Tp53-Verlust zeigten insgesamt ein aggressiveres Tumorwachstum verglichen
mit Mausen mit einer Punktmutation in Tp53. Diese Beobachtungen lieften sich auch durch
das histologische Grading bestatigen. Wahrend bei den weniger komplexen Genotypen
(Apc, AK) nicht-invasive Adenome und gut differenzierte Adenokarzinome auftraten (n=33;
87%), zeigten sich in den Tieren mit Tp53-Veranderungen mehrheitlich (n=26; 72%) schlecht

bis entdifferenzierte Karzinome.

Fernmetastasen (n=5; 4%) traten nahezu ausschlie3lich bei den AKPr-Mausen auf, was
vermuten lasst, dass das verglichen mit den AKPfl-Mausen langsamere Wachstum
zusammen mit der gewonnenen onkogenen Eigenschaft die Metastasenbildung begunstigt.
In der Uberlebensanalyse zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen héhergradig
komplexen Genotypen und dem Uberleben der Tiere. Die kiirzeste Uberlebenszeit zeigten
AKPfl-Mause, bei denen mehr als die Halfte (n=8; 53%) an Lokalkomplikationen des

schnellen Tumorwachstums verstarben.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass im hier vorgestellte Mausmodell murine kolorektale
Karzinome entstehen, die sowohl genetisch als auch klinisch dem humanen Tumorwachstum
nahezu identisch sind. Damit sind weitere Forschungsarbeiten mdglich, um noch mehr Gber
diese Tumorerkrankung zu erfahren um neue Therapieansatze zu entwickeln, die langfristig

die Mortalitat senken konnten.
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7. Summary

The colorectal cancer (CRC) counts among the most frequent cancer diseases in humans.
The mortality in Germany is 26,000 for men and women, and the 5-year survival rate is 60%,
which is still unacceptably high. Therefore, further improvements in diagnostics and the
therapy of this disease are urgently necessary. In fact, there are already existing some
animal models concerning the colorectal cancer, but most of them are based on the injection
of cell lines and the results of these models can only conditionally transferred to humans.
One of the characteristics of the established genetically engineered mouse model (GEMM) is
that the tumours are grown directly in the mouse by tissue-specific gene mutation. In the
described model the modifications have not only been induced in the Apc gene and in the
Kras wild type gene, but for the first time they have also been induced in the Tp53- gene in
the colon of the mouse. The combination of these three mutation types is a frequent case in

human CRC and is substantially involved in the adenoma-carcinoma sequence.

For the tissue-specific and time-managed activation of the mutations the Cre/loxP-system
has been used; the conditional mutations in the germ line have been activated by local
infection of the colon with a Cre-adenovirus. In order to get the following gene types, different
mouse lines have been aimingly paired: Apc™ (,Apc*), Apc™ / Kras-S=¢"2P* ( AK*), Apc™™/
Kras-S-¢122* | Tp53"" (L AKPfl) and Apc™ / Kras-S-C'2P* | Tp53tSER172H ( AKPr*). For the
additional study of the oncogenic function of point mutations in the Tp53 gene there was not
only a conditional Knockout-Allel (Tp53 fl/fl) investigated, but also a conditional hotspot
mutant of (LSL-Tp53 R172H). After infecting the animals with the adenovirus 83 % (n=207)
developed tumours in the infected intestinal segment. The growth of the tumours have been
observed by repetitive colonoscopies and the tumours have been extracted from each of the
four genotypes (n =74) and histologically examined at three different specific times (56d,
112d and 168d). The survival subject to the tumours genotype has been measured in 60

animals using a further cohort survey.

As expected, the tumours of the AK mice developed and dedifferentiated faster than those of
the Apc mice. After 8 weeks, an animal (n =1; 14%) of the Apc mice showed the growth of a
microinvasive carcinoma, with twice as many (n =3; 38%) microinvasive carcinomas being
observed in the AK mice after this time. In case of the AKPf and AKPr mice, the point
mutation in Tp53 as well as the total loss of Tp53 resulted in fast growing dedifferentiated
tumours. After 24 weeks, the development to invasive carcinomas was analyzed in all (n = 5;
100%) AKPf mice and in the majority (n =5; 71%) of the AKPr mice. Compared to those mice
with a point mutation in Tp53 the animals with a total loss of Tp53 showed all in all a more

aggressive growth of the tumours. These observations could also be confirmed by the
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histological grading. While in case of the less complex genotypes (Apc, AK) non-invasive
adenomas and well differentiated adenocarcinomas appeared (n=33; 87%), the animals with

Tp53 modifications showed majority (n=26; 72%) poorly to dedifferentiated carcinomas.

Remote (distant) metastases (n=5; 4%) appeared almost exclusively in AKPr-mice, which
leads to the assumption that the - in comparison to the AKPf mice - slower growth in
combination with the oncogenic characteristics favours the formation of metastases. The
survival analysis showed a clear correlation between higher graded complex genotypes and
the survival of the animals. The AKPfl mice showed the shortest survival time, more than the

half (n=8; 53%) died due to local complications due to the fast growing tumours.

All things considered it could be shown that in the introduced mouse model murine colorectal
carcinoma emerge which are genetically as well as clinically almost identical to the human
tumour growth. Thus, further research to get to know more about these tumour diseases is
possible in order to develop new therapy approaches which could lower the mortality in the

long run.
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Anhang

9. Anhang

9.1. Equipment

Einmal-Kanilen
Einmal-Spritzen

PCR Thermocycler System
PD 10 -Aufreinigungssaule
Pipetten

Schermaschine
Thermomixer

UV- Transilluminator
Vortex

anatomische Pinzetten
chirurgische Schere
weiche Darmklemmen
Yasargil GefalRklemme
Flexibler Teflonschlauch
Nadelhalter

Faden (PDS Il 5-0)
Autoclip Kit

Warmeplatte

Koloskop

Zentrifugen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GE Healthcare, Freiburg, Deutschland

Gilson, Limburg-Offheim, Deutschland

Aesculap, Suhl, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Smith Medical GmbH, Grasbrunn, Deutschland
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
Labotect, Gottingen, Deutschland

Storz, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Chemikalien

9.2. Chemikalien

Agarose

Augensalbe (Bepanthen®)

Buprenorphin (Temgesic®)

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Deoxyribonucleotide triphosphates (ANTPs)

DNA ladder

DNA loading dye

EDTA
Ethanol
Gel red

Isofluran

O’GeneRuler 1kb DNA Ladder

PBS

Penicillin-Streptomycin

Trypsin EDTA

7

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Bayer Vital GmbH, Leverkusen,

Deutschland
Schering Plough, Kenilworth, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland

New Negland Biolabs GmbH,

Frankfurt am Main, Deutschland

Fermentas,St. Leon-Rot,

Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot,

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biotium, Fremont, USA

CP Pharma, Burgdorf,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

PAA, Pasching, Osterreich

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

PAA, Pasching, Osterreich



Enzyme

9.3. Enzyme

Proteinase Roche, Mannheim, Deutschland
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