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Zusammenfassung
Resume

Worum es geht

Krebs ist leider noch immer eine der todlichsten Erkran-
kungen des Menschen und von Tieren. Die intensive
biomedizinische Forschung der letzten Jahrzehnte hat
zwar die wichtigsten genetischen und molekularen Ver-
dnderungen der Krebsentstehung identifizieren konnen,
jedoch erschwert die Vielzahl dieser Verdnderungen und
ihrer Kombinationen in den meisten Féllen noch eine
effiziente Therapie. Die Entwicklung einer bdsartigen
Krebserkrankung beruht auf Vorgéingen innerhalb der
Krebszellen, wie z. B. Genmutationen die zu unkontrol-
lierter Zellteilung fithren, wie auch auf der Interaktion
der Krebszellen mit der Umgebung im Koérper. Um
diese zelluldren und molekularen Prozesse in den ver-
schiedenen Stufen der Krebsentstehung zu untersuchen
und darauf basierend neuartige Therapien zu entwi-
ckeln, bedarf es daher experimenteller Studien in einem
intakten Organismus mit funktionellen Organen, durch-
bluteten Gefédssen und aktivem Immunsystem. Die Ent-
wicklung von dreidimensionalen Kultursystemen wird
derzeit intensiv vorangetrieben, jedoch kdénnen sie die
komplexe Situation im menschlichen Organismus (noch)
nicht ausreichend nachbilden. Genetisch modifizierte
Maiuse bieten die einzigarte Moglichkeit, die Mechanis-
men der zelluliren und molekularen Ereignisse der
Krebsentwicklung in Patient*innen zu rekapitulieren
und besser zu verstehen. In diesem Artikel werden Tech-
nologien vorgestellt, mit denen genetisch modifizierte
Mauslinien hergestellt werden, die als Modelle fir spezi-
fische Krebserkrankungen in der Forschung eingesetzt
werden. Anhand einiger ausgewihlter Beispiele wird
erklédrt, wie genetisch verdnderte (sogenannte transgene)
Maiuse dazu beigetragen haben, den ursdchlichen
Beitrag von Genetik, Epigenetik und Umwelt bei
der Krebsentwicklung aufzuzeigen, und damit die
Entwicklung neuer zielgerichteter Therapieansitze zu
ermoglichen.
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De quoi s’agit-il?

Le cancer reste hélas I’'une des maladies les plus mor-
telles de I’étre humain et de ’animal. Les travaux de
recherche biomédicale intensifs des derniéres décen-
nies ont permis d’identifier les principales modifica-
tions génétiques et moléculaires a ’origine du can-
cer, mais le grand nombre de ces modifications et de
leurs combinaisons limite encore souvent ’efficacité
des traitements. La genése de tumeurs malignes re-
pose sur des processus qui se déroulent au sein des
cellules cancéreuses, p.ex. des mutations génétiques
qui entrainent une division cellulaire incontrolée,
ainsi que sur interaction des cellules cancéreuses
avec leur environnement dans l’organisme. Pour
étudier ces processus cellulaires et moléculaires aux
différentes étapes de la genése du cancer, puis déve-
lopper sur cette base des traitements entiérement
nouveaux, on a donc besoin d’études expérimentales
dans un organisme intact, doté d’organes fonction-
nels, de vaisseaux sanguins irrigués et d’un systéme
immunitaire actif. On travaille actuellement avec
acharnement au développement de systémes cellu-
laires tridimensionnels, mais ceux-ci ne peuvent pas
(encore) reproduire suffisamment fidélement la
situation complexe rencontrée dans l’organisme
humain. Les souris génétiquement modifiées offrent
une possibilit¢é unique de récapituler et mieux
comprendre les mécanismes cellulaires et molécu-
laires de la genése du cancer chez les patient-e-s. Cet
article présente des technologies servant a créer des
lignées murines génétiquement modifiées qui sont
utilisées dans la recherche comme mode¢les pour
différents cancers spécifiques. A I'aide de quelques
exemples, il explique comment les souris génétique-
ment modifiées (dites transgéniques) ont contribué a
révéler le role causal de la génétique, de I’épigéné-
tique et de I’environnement dans la genése du cancer
et donc a permettre le développement de nouvelles
approches thérapeutiques ciblées.

2



Nr. 101,/2023

Genetisch modifizierte Mausmodelle

In der Krebsforschung

Inhaltsverzeichnis
e Einleitung 3
¢ Transgene Technologien 4

¢ Die Rekapitulation von humanem Krebs

in Mausmodellen 6
e | ungenkrebs (Lungenadenokarzinom) 6
e Bauchspeicheldriisenkrebs 8
(Pankreasadenokarzinom)
e Darmkrebs (Kolorektales Karzinom) 8
e \elanom 8
e Blutkrebs 9
e Neuartige Bildgebung entwickelt 9
in Mausmodellen
e Schlussfolgerungen 10
¢ Referenzen 10

Einleitung

Die Forschung der vergangenen Jahrzehnte hat ge-
zeigt, dass bosartige Krebserkrankungen in meh-
reren Schritten entstehen, an denen eine Vielzahl
von genetischen (Genmutationen) und epigeneti-
schen (Anderungen der Genaktivititen) Ereignis-
sen beteiligt sind. Wir haben jedoch auch gelernt,
dass die Entstehung und das Fortschreiten einer
tédlichen Krebserkrankung, nicht ausschliesslich
von den Krebszellen selbst bestimmt wird. Viel-
mehr sind es auch die Wechselwirkungen des Tu-
mors mit gesunden Zellen innerhalb eines Organs,
z.B. die Versorgung des Tumors mit Blutgeféssen,
der Einfluss von Immunzellen, sowie metaboli-
sche Verdnderungen des gesamten Organismus
der Patient*innen, die eine wichtige Rolle bei der
Tumorgenese spielen 1. Aufgrund dieser Erkennt-
nisse ist das molekulare und zelluldre Bild der
Krebsentstehung komplexer geworden. Dieser Ar-
tikel soll zeigen wie und warum transgene Maus-

modelle zum Verstdndnis der Krankheit Krebs
und der Entwicklung neuer Therapieansétze einen
wichtigen Beitrag geleistet haben und zukiinftig
leisten werden.

Uber die tatsichlichen Ursachen und Mechanis-
men der Krebsentstehung in Patient*innen kdonnen
wir nur spekulieren, weil sich Experimente mit
Menschen verbieten. Deswegen sind Tiermodelle
derzeit alternativlos fiir unser Verstindnis der
komplexen Prozesse, die an der Entstehung von
bosartigem Krebs beteiligt sind. Mit Hilfe von
geeigneten Tiermodellen konnen insbesondere die
derzeit wichtigsten Herausforderungen der Krebs-
forschung angegangen werden: Némlich wie
Krebszellen in Lymphgefiasse und die Blutbahn
einwandern und von dort aus in andere Organe
streuen, um dort Tochtergeschwulste (Metastasen)
auszubilden. Wir wissen derzeit auch nur ansatz-
weise warum manche Krebszellen jahrelang ver-
steckt ausharren kénnen ohne sich zu teilen, bevor
sie wieder als neuer Tumor auswachsen, wie Kreb-
szellen Resistenz gegen Therapien entwickeln, und
wie Krebszellen der Uberwachung durch das Im-
munsystem entkommen. Besonders die Aufkli-
rung wie und bei welchen Patient*innen die neues-
ten Methoden der Immuntherapie von Krebs ange-
wandt werden sollen, stellt eine klinische-relevante
Forschung dar, die die Nutzung von Tiermodellen
mit intaktem oder genetisch verdndertem Immun-
system unabdingbar macht.

Um Krebs im Tiermodell zu rekapitulieren werden
verschiedene experimentelle Ansitze angewandt,
wie etwa die Behandlung mit krebserregenden
Substanzen, die Transplantation von Tumorzellen
aus Patient*innen in Mduse, und die genetische
Manipulation des Mausgenoms. Natiirlich werfen
grundlegende Unterschiede in Anatomie, Physio-
logie und Biochemie zwischen Miusen und Men-
schen eine Reihe von Fragen zur Gleichsetzung der
Krebsentwicklung in der Maus und im Menschen
auf. Jedoch hat die technologische Entwicklung der
letzten Jahre eine ziemlich detailgetreue Nachbil-
dung der genetischen Ereignisse, wie sie in Pati-
ent*innen gefunden werden, in der Maus erlaubt.



Auch hat die Erfahrung der letzten Jahre gezeigt,
dass die molekularen Prozesse der Krebsentste-
hung zwischen Maus und Mensch vergleichbar
sind. Daher stellen Mausmodelle einen wichtigen
und wertvollen Ansatz zum Verstdndnis der mole-
kularen Prinzipien der mehrstufigen Krebsentste-
hung dar?3. Mit der Kenntnis der molekularen
und zelluldren Verdnderungen, die dem bdsartigen
Verlauf einer Krebserkrankung zugrunde liegen,
kénnen dann passende Therapien entwickelt und
getestet werden, die letztlich den Patient*innen zu
Gute kommen, deren Tumore eben diese Verdnde-
rungen aufweisen. Hiufig fillt in diesem Zusam-
menhang der Begriff «personalisierte Mediziny.

Transgene Technologien

Die ersten Mausmodelle fiir Krebs waren Labor-
inzuchtstimme, die fur spezifische Krebsarten
anfillig waren, oder in denen durch Behandlung
mit Viren oder Kkrebserregenden Substanzen
Mutationen erzeugt wurden, die zur Bildung von
Krebs fiihrten?. Die Manipulation von Genen im
Mausgenom, die die Krebsentstehung fordern
(sogenannte Proto-Onkogene) oder inhibieren
(sogenannte Tumorsuppressorgene), hat es For-
schenden ermoglicht, den funktionellen Beitrag
von Genen zur Krebsentstehung zu untersuchen
(Abbildungen 1-3). Im Fachjargon wird der Be-
griff (I'ransgene> verwendet fir Miuse in deren
Genom ein oder mehrere Gene eingeschleust
wurde, wiahrend sogenannte <Knockouts) Méiuse
sind, bei denen Gene inaktiviert wurden. «<Kondi-
tionale Transgene oder Knockouts) sind Méuse,
in denen es moglich ist, die Genexpression in be-
stimmten Geweben und/oder zu bestimmten
Zeitpunkten nach Belieben an- oder abzuschal-
ten*°. Diese Ansidtze haben wichtige molekulare
Einsichten in die Krebsentstehung geliefert. Der
nichste Schritt aber war Methoden zu entwi-
ckeln, die den pridzisen Nachbau der Vielzahl der
genetischen Verdnderungen, wie sie in individu-
ellen Patient*innen gefunden werden, im Tier zu
ermoglichen.
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Abbildung 1: Verschiedene Mdoglichkeiten Transgene in
Madusen zu exprimieren.

Im klassischen Ansatz wird ein Transgen unter der Kontrolle eines
gewebespezifischen Promotors zufdllig im Mausgenom integriert. Unter
Nutzung von Bakterien oder Hefe (Yeast) artifiziellen Chromosomen
(BAC oderYAC) wird ein gesamter Chromosomenabschnitt als
Transgen in das Mausgenom integriert. Das Tetrazyklin (1et)-indu-
zierbare System besteht aus der Kombination einer Mauslinie, die den
Tet-Aktivator unter der Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors
tragt, mit einer Mauslinie, die das gewiinschte Transgen unter der
Kontrolle des Tet-Operators trigr. Unter Gabe von Tetrazyklin in den
doppeltransgenen Tieren bindet der Ter-Aktivator in den Zellen der
Wahl an den Tet-Operator und aktiviert die Expression des Transgens.
Cre-Rekombinase-induzierte Expression von transgenen wird erreicht
durch die Kombination von Mauslinien, die die Cre-Rekombinase
unter der Kontrolle eines gewebespezifischen Promoters tragen und von
Mauslinien, die eine Stopp Kassette vor dem Transgen tragen, die
wiederum von Flox Rekombinationssequenzen flankiert ist. Meist wird
eine Version der Cre-Rekombinase verwendet, die mit einer Tamoxifen-
bindenden Version des Ostrogen Rezeptors fusioniert ist (ERT2). Unter
Gabe des Ostrogen Analoges Tamoxifen wird die Cre-Rekombinase in
den Zellkern transportiert, wo sie die Stopp Kassette vor dem Transgen
entfernt und damur das Transgen aktiviert.
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Abbildung 2: Verschiedene Méglichkeiten Gene zu inaktivieren.
Im konventionellen Knockout wird durch homologe Rekombination
mit einem Antibiotikaresistenz (Neo)-tragenden DNA Konstrukt
zum Beispiel ein Exon des gewiinschten Genes entfernt und dadurch
die Funktion des Genprodukts in allen Zellen des Korpers entfernt.
Im konditionalen Knockout werden durch homologe Rekombination
Flox Rekombinationssequenzen und ein Neomycin (Neo) Selektions-
marker so in das Zielgen integriert, dass durch Cre-Rekombinase
zum Beispiel ein Exon und der Neo-Marker entfernt werden kann.
Durch Nutzung einer Version der Cre-Rekombinase, die einer
Tamoxifen-bindenden Version des Ostrogen Rezeptors fusioniert ist
(ERT2) wird unter Gabe des Ostrogen Analoges Tamoxifen die
Cre-Rekombinase in den Zellkern transportiert, wo sie das Exon

N — entfernt und dadurch das Zielgen inaktiviert wird. Fiir eine Knockin
Mauslinie wird ein DNA Konstrukt mit zum Beispiel einer cDNA
i Maiisen - l s fiir das Gen X durch homologe Rekombination in ES Zellen in
die kodierende Sequenz eines GensY integriert. Dadurch wird die
I+ _— A Expression des Gens X unter die Kontrolle des Promotors des GensY

gestellt. Auch konnen auf diese Weise mutierte Versionen eines Genes
in den eigenen chromosomalen Lokus integriert werden.
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Abbildung 3: Verschiedene Ansdtze genmodifizierte Mduse herzustellen.

Mit der DNA Injektion wird das Transgen als DNA Konstrukt in den mdnnlichen Vorkern von einzelligen befruchteten Eiern injiziert. Das DNA
Konstrukt integriert sich in das Erbmaterial an einer zufdilligen Stelle in einem Chromosom. Die injizierten Embryos werden dann in die Eileiter von
Ammentieren implantiert. Transgen-tragende «Founder»Mduse werden dann identifiziert, und individuelle stabile transgene Mauslinien werden dann
durch Paarung mit Wildryp Mdusen etabliert. Homologe Rekombination von gewiinschten DNA Konstrukten mit dem Zielgen wird iiblicherweise in
embryonalen Stammzellen (ES) in Zellkultur durchgefiihrt. Nach Selektion der rekombinierten Zellen mittels eines Selektionsmarkers werden die Zellen
in Blastozysten injiziert, die dann in die Gebdrmutter von Ammentieren implantiert werden. Es werden zundchst chimaere Tiere geboren, in denen ein
Teil der Zellen von der Blastozyste (schwarsze Fellfarbe) und ein Téil der Zellen von den ES Zellen (weisse Fellfarbe) abstammen, sichtbar zum Beispiel
am gestreiften Fell. Diese Tiere werden dann weiter mit Wildryp Mdusen verpaart, um homogene Knockout oder Knockin Mauslinien zu etablieren.



Ein Durchbruch in diese Richtung kam mit der
Entdeckung des CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats) -Cas9 Systems,
das in Bakterien als Immunabwehr gegen fremde
DNA wirkt®’. Dieses bakterielle Abwehrsystem
wurde als gentechnologisches Werkzeug so adap-
tiert, dass die Erbinformation in Zellen gezielt
und effizient veridndert werden kann. Letztend-
lich wurde das CRISPR-Cas9 System zu zwei
Komponenten vereinfacht: das Ribonukleoprotein
Cas9 erkennt in Kombination mit einer sogenann-
ten guide RNA (gRNA) die gewunschte spezifi-
sche DNA Sequenz im Genom und durchtrennt
an der ausgewihlten Stelle den DNA Doppel-
strang (Abbildung 4). Doppelstrangbriiche wer-
den in Sdugerzellen durch zwei in der Evolution
konservierte Mechanismen repariert, der Homo-
logie-basierten Reparatur und der nicht-Homolo-
gie-basierten Verbindung der offenen Enden?®1°.
Im letzteren Fall entstehen oft Mutationen, welche
die Geninformation zerstéren. Im Gegensatz dazu
benutzt die Homologie-basierte Reparatur eine
DNA-Matrize, um den Doppelstrangbruch kor-
rekt zu schliessen (Abbildung 4). Manipulierte
DNA-Matrizen kdnnen nun dazu genutzt werden,
die Erbinformation nach Wunsch zu verdndern.
So kann z. B. eine Genmutation, wie sie in Tumo-
ren von Patient*innen gefunden wird, gezielt in
das Erbmaterial von Tieren eingebaut werden.
Ferner kénnen damit auch fremde Gene oder
neue Sequenzen, welche die Genexpression be-
einflussen kdonnen an gewiinschten Stellen integ-
riert werden. Mit diesem Ansatz ist es auch mog-
lich, Genmutationen in erkrankten Tieren (oder
Patient*innen) z.B. in Organstammzellen zu re-
parieren (Genreparatur), um Gendefekte und die
damit verbundenen krankhaften Auswirkungen
in einem Organ zu beseitigen. Im Laufe der letz-
ten Jahre wurde das CRISPR-Cas9 System weiter
modifiziert, um z.B. die Expression bestimmter
Gene zu beeinflussen. Entsprechend angepasste
Versionen von Cas9 kdonnen mittels gRNAs an
die regulatorischen Stellen von Genen dirigiert
werden, um diese Gene zu aktivieren oder um
sie abzuschalten.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des CRISPR-
Cas9-Systems.

Cas9 bindet mit Hilfe einer guide RNA (¢RNA) an die ausgewdhlte
Sequenz der DNA, die modifiziert werden soll, und bewirkt einen
Doppelstrangbruch. Der DNA-Doppelstrangbruch (DSB) kann
dann auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen: 1. dem fehleranfilligen
nicht-homologen Reparaturweg, der zu einer Mutation im Leseraster
der DNA fiihren kann und dadurch die Geninformation zerstort;

2. dem homologen Reparaturweg, der mit Hilfe von entsprechend
modifizierten DNA Matrizen eine gewiinschte Anderung in die
Erbinformation einfiihren kann.

Um das CRISPR-Cas9 System in Tiere einzu-
bauen, werden zumeist einzellige Embryos direkt
mit einer ausgewdhlten gRNA, mit der mRNA fiir
Cas9 und mit einer gewiinschten DNA Matrize
injiziert (Abbildung 3). Dieser Ansatz war er-
folgreich in einer Reihe von Tierarten, wie
Maiuse !, Ratten!? und Affen!’. Diese neuartigen
Ansitze haben bisher nicht nur die Herstellung
von Tiermodellen fiir Krebs ermoglicht, sondern
auch fiir eine Vielzahl von neurologischen, immu-
nologischen, kardiovaskuldren und anderen Er-
krankungen mit genetischer Grundlage. Erste
Ansitze zur gentechnischen Reparatur von Erber-
krankungen sind derzeit auch schon in ersten kli-
nischen Anwendungen.



Die Rekapitulation von humanem
Krebs in Mausmodellen

In den letzten 40 Jahren wurden viele Mausmo-
delle der Krebsentstehung etabliert. Viele dieser
Mauslinien rekapitulierten die bei menschlichem
Krebs beobachtete mehrstufige Entwicklung sehr
genau, z. B. fiir Brustkrebs, Insulinome, und Leu-
kimien und Lymphome. Fiir andere Krebsarten
dhnelten jedoch die Mausmodelle dem menschli-
chen Pendant nur ungeniigend. Zum Beispiel
erreicht die transgene Uberexpression eines Onko-
gens ein Vielfaches der Expression des endogenen
Genes, was zu einer Verzerrung der Prozesse fiihrt,
wie sie in Patient*innen gefunden werden. Weiter-
hin tritt die transgene Expression von Onkogenen
oder die Entfernung von Tumorsuppressorgenen in
Knockout-Miusen gewohnlich in allen Zellen eines
gegebenen Gewebes auf. Im Gegensatz dazu
durchlaufen bei sporadischen Krebserkrankungen
in Patient*innen nur einzelne Zellen in einer Popu-
lation nicht betroffener Zellen eine Transformation
(klonales Auswachsen). Daher wurden grosse An-
strengungen unternommen, um Krebs von Pati-
ent*innen moglichst exakt in Méiusen nachzubil-
den. Durch diese Rekapitulation der molekularen
Prozesse, sind in den letzten Jahren in der Krebs-
forschung grosse Fortschritte erzielt worden.

Im Folgenden werden einige ausgewihlte Beispiele
far Studien in M4usen beschrieben, die bestimmte
Krebsarten sehr detailgetreu nachbilden kénnen.
Diese Modelle waren fiir die molekulare Analyse
aller Phasen der Krebsentstehung, fiir die Ent-
wicklung neuer Diagnosetechnologien und fir die
Identifizierung neuer therapeutischer Angriffs-
punkte von massgeblicher Bedeutung. Eine kom-
plette Auflistung aller jemals hergestellten transge-
nen Mausmodelle und eine genaue Beschreibung
der experimentellen Details wiirde jedoch den
Rahmen dieses Beitrages sprengen.
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Lungenkrebs (Lungenadenokarzinom)

Einer der hiufigsten Gendefekte, die in Lungen-
krebs von Patient*innen (und in Tieren) gefunden
wird, ist eine Mutation im KRAS Gen, die eine
Aktivierung des KRAS Proteins und dadurch eine
erhohte Zellteilung zur Folge hat. In einer Studie
wurden Madause erzeugt, die gleiche Mutation des
KRAS Gens in ihrem Genom tragen. Allerdings
wurde ein eleganter molekularer Trick angewendet
(Abbildung 2), bei dem das mutierte Gen norma-
lerweise abgeschaltet ist, jedoch durch die For-
scher*in beliebig in Lungenzellen angeschaltet
werden kann, wodurch in der Lunge ein Adeno-
karzinom entsteht!*!>. Die genchirurgische Trick-
kiste erlaubte auch, das Gen in nur wenigen Zellen
anzuschalten, sodass selektiv aus diesen Zellen klo-
nale Tumore entstanden. Dieses Geschehen reka-
pituliert sehr genau die Entstehung von LLungena-
denokarzinomen in Patient*innen.

Mithilfe eines anderen genchirurgischen Tricks
wurden Maiduse erzeugt, die ebenfalls eine akti-
vierte Version des KRAS Gens tragen, welches
aber nur bei sporadischer Rekombination inner-
halb der Chromosomen angeschaltet wird. Ahn-
lich wie Patient*innen traten auch in diesen Miuse
Tumore in der Lunge nur sporadisch auf'®. Die in-
duzierbare Expression von aktiviertem KRAS in
Lungenzellen wurde uberdies mit Hilfe des Tetrazy-
klin-induzierbaren System erreicht (Abbildung 1).
Eine solche gesteuerte Induktion der Onkogenex-
pression bewirkte innerhalb von zwei Monaten die
Bildung von Adenomen und Adenomakarzinomen
der Lunge .

In den letzten Jahren wurden diese Mauslinien mit
sporadischem Lungenkrebs mit anderen Mausli-
nien gekreuzt, welche weitere Mutationen trugen,
die in Patient*innen gefunden werden. Zum Bei-
spiel fuhrte die Einfihrung von Mutationen im
Tumorsuppressorgen p53 zu einer Beschleunigung
der Krebsentstehung und der Progression zu bos-
artigen Karzinomen. Des Weiteren konnten mit
Hilfe dieser Modelle potenzielle Angriffspunkte
fiir neue Therapien in sogenannten Proof-of-Con-
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cept Experimenten tiberpriift werden. Im Prinzip
wurden dazu Gene, die im Verdacht standen an der
Krebsentwicklung eine ursidchliche Rolle zu spie-
len, durch genetische Manipulation in den Maus-
modellen inaktiviert und dann analysiert, ob die
Krebsentwicklung gehemmt worden war. In vorkli-
nischen Studien wurden und werden solche Mo-
delle dann auch fir die Testung neuentwickelter
Therapien eingesetzt, die ihre Wirkung an diesen
neuentdeckten Angriffspunkten ausiiben 8.

Bauchspeicheldrtusenkrebs
(Pankreasadenokarzinom)

Auch im Bauchspeicheldriisenkrebs spielt die Akti-
vierung des KRAS Proteins durch eine Genmuta-
tion eine sehr wichtige Rolle. Das Einschleusen ei-
ner aktiven Variante des KRAS Gens in
Pankreas-Vorlauferzellen fiihrt zur Entwicklung
verschiedener Stadien von Pankreaskrebs. Von
gutartigem bis hin zu fortschreitenden bdsartigem
(invasivem) und metastasierenden Krebs!’. Die
Héufigkeit von einem bosartigen duktalen Adeno-
karzinom mit multiplen Metastasen wurde vergro-
ssert, wenn parallel zur krebsféordernden KRAS
Mutation das INK4a/ARF Tumorsuppressorgen
inaktiviert wurde?°. Weitere genetische Verinde-
rungen, wie beispielsweise die Deletion des Tu-
morsuppressorgen p53 erzeugte Tumore, die pa-
thologisch nahezu identisch mit Pankreaskarzino-
men in Menschen waren?!. Entsprechend konnten
diese Modelle auch fiir die Identifizierung und
funktionelle Uberpriifung der molekularen Pro-
zesse genutzt werden, die an der Entstehung von
Adenokarzinomen des Pankreas eine wichtige
Rolle spielen. Dies hat letztendlich zur Entwick-
lung neuer therapeutischer Ansidtze gefiihrt, die
derzeit in klinischen Studien gepriift werden.

Darmkrebs (Kolorektales Karzinom)

Tumore im Darm von Méiusen wurden schon zu Be-
ginn des letzten Jahrhunderts durch Behandlung
mit krebserregenden Substanzen verursacht. Inter-
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essanterweise  fiihrte die Anwendung von
N-Ethyl-N-Nitrosoharnstoff zur Mutation des Tu-
morsuppressorgenes APC und zur Etablierung der
ersten stabilen Mauslinie mit Adenomen im Diinn-
darm, die sogenannte APC™" Mauslinie. Mutatio-
nen im APC Gen werden auch bei der vererbbaren
Form von Darmkrebs in Patient*innen gefunden.
Entsprechend fiithrten die verschiedenen Versionen
der Mutationen im APC Gen in einer Vielzahl von
verschiedenen Knockout und Knockin Mauslinien
zu unterschiedlichen Ausprigungen von gutartigen
Adenomen und boésartigen Adenokarzinomen im
Diinn- oder Dickdarm. Auch im Darmkrebs sind
viele weitere Mutationen in Onkogenen und in Tu-
morsuppressorgenen entdeckt worden, z.B. aktivie-
rende Mutationen im Gen fiir B-Catenin und im
KRAS Onkogen oder inaktivierende Mutationen im
p53 Tumorsuppressorgen und in Genen des TGFB
Signalibertragungsweges. Kombinationen der Ex-
pression der mutierten Gene in verschiedenen Zell-
typen des Darms oder kombiniert mit krebserregen-
den Substanzen erlaubten es, die unterschiedlichen
Untergruppen des Darmkrebses und ihre unter-
schiedlichen Entwicklungsstufen bis zur Metasta-
senbildung in der Leber zu rekonstruieren??. Es
entstand eine Vielzahl an Mausmodellen, welche
nun fir die vorklinische Testung von spezifischen
Therapieanséitzen gegen die unterschiedlichen Un-
tergruppen des Darmkrebses eingesetzt werden.

Melanom

Eine der haufigsten Genverdnderungen, die in Me-
lanomen von Patient*innen gefunden wird, ist eine
aktivierende Mutation im BRAF Gen, das fir ein
Enzym kodiert, welches wichtige Signale fiir Zell-
wachstum tbermittelt. Entsprechend wurde diese
Mutation in Kombination mit anderen aktivierten
Krebsgenen oder dem Verlust der Tumorsuppres-
sorgene p53 oder INK4a in transgene Mauslinien
integriert. Auch wurde Tetrazyklin-induzierbares
aktiviertes HRAS, welches in der Signalkaskade
oberhalb von BRAF wirkt, spezifisch in Melanozy-
ten von INK4a-Knockout Méusen exprimiert, was
auch zur Entwicklung von Melanomen fiihrte.
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Melanome entwickeln sich aus Melanozyten, die
beim Menschen in der Basalzellschicht der Epider-
mis verteilt sind. Bei Méusen, die ein Fell haben,
liegen die Melanozyten allerdings bevorzugt in
Haarfollikeln. Trotzdem haben sich die Mausmo-
delle fir Melanome als geeignet erwiesen, um zum
Beispiel Hemmstoffe gegen BRAF und andere Sig-
nalibertragungskinasen zu testen. Auch wurde
eine sehr erfolgreiche Krebs-Immuntherapie, die
sogenannte Checkpoint Blockade zum ersten Mal
in Méiusen mit Melanom entwickelt und getestet.
Diese Art von Immuntherapie ist seit einigen Jah-
ren zur Standardbehandlung von bosartigem Me-
lanom geworden. Auch haben Experimente in
Mausmodellen gezeigt, wie zum Beispiel eine hohe
Exposition zu UV-Strahlen in der Kindheit die
Entwicklung von Melanomen im Erwachsenenal-
ter verursacht, eine wichtige Feststellung beziiglich
der Nutzung von Sonnenschutz im Kindesalter.
Hier hat sich zum Beispiel auch gezeigt, dass eine
Mutation des BRAF Genes in der UV-induzierten
Melanomen keine vorherrschende Rolle spielt und
entsprechend solche Melanome mit anderen The-
rapien behandelt werden miissen .

Blutkrebs

Aufgrund der leichten Zuginglichkeit von Blut ist
es schon sehr frith gelungen, die genetischen Verén-
derungen von Leukidmien, Lymphomen und ande-
ren proliferativen Stérungen von Blutzellen zu
identifizieren. Die Integration von aktivierenden
chromosomalen Translokationen der Gene fir
¢c-MYC, BCL2 und vielen anderen in den entspre-
chenden Vorlduferzellen transgener Méuse hat die
Entstehung von spezifischen Lymphomen hervor-
gerufen, wie sie in Patient*innen gefunden werden.
Mit den Fortschritten in der DNA Sequenzierung
ist es nun auch schon bald klinische Routine alle
Mutationen im Genom von Blutkrebszellen aus Pa-
tient*innen zu identifizieren, und neueste Ergeb-
nisse zeigen, dass die Imitation der genetischen
Veridnderungen der individuellen Patient*innen in
der Maus das Krankheitsbild der Patient*innen ex-
akt kopiert. Solche personifizierten Ansitze werden
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nun fir jeden spezifischen Subtypen von Leuka-
mien, Lymphomen oder proliferativen Blutzeller-
krankungen zur Testung geeigneter Therapiean-
sdtze verwendet 27,

Neuartige Bildgebung entwickelt
in Mausmodellen

Eine der brennenden Fragen der Krebsforschung
ist, wie Krebszellen in einer spiten Transformation
bosartig (invasiv) werden, in das umliegende Ge-
webe eindringen und sich iiber Blut- oder Lymph-
gefésse in entfernte Organe verteilen, um dort Me-
tastasen zu bilden. Etwa 90 % aller Todesfille bei
Krebspatient*innen werden letztendlich durch
Metastasen verursacht. Auch nimmt man heute an,
dass diese Krebszellen auch fir die Bildung von
Resistenzen gegen Therapien verantwortlich sind.
Daher ist es umso wichtiger diese spezifischen
Krebszellen sichtbar zu machen, um sie isolieren
und im Detail untersuchen zu kénnen. Dies ist in-
folge Unkenntnis der Eigenschaften dieser Zellen
in Patient*innen derzeit nicht leicht moglich.
Nichtsdestrotrotz ist es kiirzlich gelungen bdsar-
tige Brustkrebszellen in Miusen zu markieren und
diese sichtbar zu machen, indem ein Gen fir ein
fluoreszierendes Protein eingeschleust wurde. Dies
ermoglichte die Isolierung der Krebszellen aus
dem Tier und deren Analyse (Abbildung 5) 8. Die
Analyse der Genexpression dieser bdsartigen
Krebszellen ermdglicht nun die Identifizierung der
treibenden Prozesse fiir Metastasenbildung und
Therapieresistenz und damit die Entdeckung neuer
Angriffspunkte fiir Therapien.
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Abbildung 5:

Gutartige und bisartige invasive Brustkrebszellen wurden mattels genetischer Markierung und Fluoreszenz-Mikroskopie in Primdrtumoren

und in Lungenmetastasen sichtbar gemacht. Rote Zellen = gutartige Krebszellen; griine Zellen = bosartige Krebszellen; weisse Markierung = Krebs-
zellen 1m Zellverband. Es zeigt sich, dass im Primdrtumor in der Brustdriise zu einem bestimmten Zeitpunkt nur wenige Krebszellen bisartig
werden und aus dem Zellverband abwandern. Die bosartigen Krebszellen sind dann auch in Lungenmetastasen zu finden, wo sie zum 7Teil wieder

einen Zellverband bilden?.

Ein wichtiges klinisches Problem gibt es im spezi-
ellen Fall der Krebserkrankung der Insulin-produ-
zierenden B-Zellen in der Bauchspeicheldriise, dem
Insulinom. Die durch ein Insulinom verursachte
Uberproduktion von Insulin wird meist durch ent-
sprechende Symptome und bei Routineuntersu-
chungen festgestellt, jedoch ist das meist sehr
kleine Insulinom durch konventionelle Bildgebung
in der relativ grossen Bauchspeicheldriise nicht
leicht zu finden. Oft muss wihrend der Operation
die gesamte Bauchspeicheldriise abgesucht wer-
den, was naturlich entsprechende Risiken trigt.
Unter Nutzung eines transgenen Mausmodells,
das menschliche Insulinome sehr prézise rekapitu-
liert, wurde ein bildgebendes Verfahren entwickelt,
das mit Hilfe von radioaktiv-markierten Liganden
spezifisch nur Insulinomzellen bindet. Inzwischen
klinische Routine, kbnnen damit nun mittels Szin-
tigraphie vor der Operation alle Insulinome im
Korper lokalisiert werden .

Schlussfolgerung

In Zusammenfassung muss man die wissenschaft-
lichen Stirken von Mausmodellen in der Krebs-
forschung durchaus kritisch gegeniiber
gesellschaftlich-ethischen Uberlegungen und den
Vorgaben des Tierschutzes betrachten. Eine Gi-

den

terabwidgung, wie sie im Schweizerischen Tier-
schutzgesetz strikt vorgeschrieben ist und in der
ein biomedizinischer Erkenntnisgewinn das Leiden
der Tiere iberwiegen muss, findet daher in jedem
Falle statt. Auf der einen Seite steht der Mangel an
verflugbarer effizienter Therapie und der lebensbe-
drohliche Verlauf der meisten Krebserkrankungen
und dem damit verbundenen Leid der Patient*in-
nen. Auf der anderen Seite stehen die Moglichkei-
ten den reproduzierbaren Krankheitsverlauf in
Mausmodellen direkt zu iberwachen und vor dem
Eintreten physiologischer Verdnderungen oder
Einschrinkungen im Verhalten der Tiere den Ver-
such abzubrechen. Letztlich stehen Tiermodelle in
sogenannten Proof-of-Concept Studien am Ende
einer langen Kette von Experimenten mit Krebs-
zellen oder Gewebeproben in Kulturschalen, um
dann wieder in vorklinischen Studien am Beginn
der klinischen Umsetzung der neu gewonnenen
Erkenntnisse unentbehrlich zu sein.
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