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Fir das Urothelkarzinom der Blase gibt es kaum zuverléssige und gut reproduzierbare Tumormodelle.
Dieser Mangel beeintrachtigt den Fortschritt der Forschung zu dieser Tumorentitat. Das Ziel der im
Rahmen der medizinschen Doktorarbeit durchgefihrten Studie war die Etablierung eines neuen
genetisch modifizierten Tiermodells fur Blasenkrebs zur besseren Erforschung der Tumorbiologie sowie
fur die Erprobung neuer Therapieverfahren.

Das entwickelte Verfahren zur Tumorinduktion ist neuartig. An genetisch modifizierten Mausen mit
Zielgenen, die mit loxP Stellen flankiert waren, wurden im Rahmen einer Operation in vivo
Plasmidlésungen intraluminal in die Harnblase injiziert. Anschlieend wurde die Blase elektroporiert.
Ziel war die Transfektion des Urothels mit den Onkogenen Kras®'2¥ und Cmyc sowie mit Plasmiden die
fur die Cre-Rekombinase und die Sleeping Beauty Transposase kodieren. Durch die Cre-Recombinase
wurden die genetischen Modifikationen der Mause lokal in der Blase aktiviert. Die Sleeping Beauty
Transposase ermdglichte die permanente Integration der Onkogen-Plasmide in das Genom der
Urothelzellen.

Verwendet wurden zwei verschiedene genetisch modifizierte Mauslinien der Rasse C57BL/6 (,black 6*
Mause): einerseits Tp53™, wobei das Gen fiir das Tumorsuppressorgen Tp53 mit loxP Stellen markiert
ist und durch die Cre-Rekombinase inaktiviert wird und andererseits Braf-SL-V600E  ptenloxiox
Ctnnb1exsloxlox - wobei das Protoonkogen Braf durch eine durch Cre aktivierte Punktmutation zum
Onkogen modifiziert wird, das Tumorsuppressorgen Pten durch Cre inaktiviert und das Protoonkogen
Ctnnbl (Beta-Catenin) durch eine Entfernung des Exon 3 mittels Cre dauerhaft aktiviert wird.

In zwei experimentellen Durchgéangen wurden erst verschiedene Plasmidkombinationen erprobt und
anschlieBend das experimentelle Verfahren optimiert, indem die verwendeten Promoter
epithelspezifisch gemacht wurden und das Plasmidapplikationsverfahren bei weiblichen Mausen auf
Harnblasenkatheterisierung umgestellt wurde. Die Mause wurden taglich mittels Palpation und bis zu
zwei Mal wdchentlich mittels MRT-Scan auf Tumorwachstum sowie auf Eintreten eines humanen
Abbruchkriteriums untersucht. Bei der Feststellung von Tumorwachstum wurden die Tiere euthanisiert
und es wurde eine Autopsie durchgefiihrt. Die resultierenden Tumore wurden histologisch mittels H.E.
Farbung und Immunhistochemie aufgearbeitet und durch zwei unabhéngige Pathologen beurteilt.
Daruber hinaus wurden eine RT-gPCR Analyse des Tumorgewebes durchgefihrt, um
Genexpressionsmuster der Tumoren zu identifizieren.

Insgesamt zeigte sich Tumorwachstum in der Blase in 55,3% im ersten und 59,6% im zweiten
experimentellen Durchgang, sowie in 19,1% beziehungsweise 18,0% ektope Tumoren, bei denen kein
orthotoper Priméartumor in der Blase festgestellt werden konnte. Die tumortragenden Tiere zeigten
auRerdem zahlreiche klinische Merkmale, die fir das Urothelkarzinom typisch sind, wie beispielsweise
Makrohamaturie sowie frihzeitige Metastasierung der Tumore. In einzelnen Versuchsgruppen
entwickelten 100% der Tiere urotheliale Blasenkarzinome orthotop in der Blase, beispielsweise in den
Tp53"1 Gruppen mit KRT14 Promoter und Cdhl Promoter fir Cre Rekombinase und Sleeping Beauty
Transposase, denen sowohl Kras als auch Cmyc als Onkogene verabreicht wurden. Die
Genexpressionsmuster und pathologischen Analysen ergaben einen Tumorphanotyp, der dem basalen
Typ des Urothelkarzinoms &hnelt. Tumorwachstum war im Median in einzelnen Gruppen bereits nach
20 Tagen nach Operation festzustellen.

Insgesamt ist es in der Studie gelungen, ein zuverlassig funktionierendes, durch Verwendung anderer
Plasmide vielseitig anpassbares und schnelles Tumormodell zu entwickeln, das in immunkompetenten
Méausen angewendet werden kann. Dieses Modell kann in Zukunft fir weitere préklinische Forschung



am urothelialen Blasenkarzinom verwendet werden und 6ffnet somit zahlreiche neue Mdéglichkeiten fiir
subtypspezifische Erforschung von Tumorbiologie und Therapiemdglichkeiten.



