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1. Einleitung

Mastzelltumore sind eine der haufigsten Neoplasien bei Hunden. Obwohl sie sehr oft
auftreten, sind die Zusammenhange zwischen der Histologie und der genetischen
Grundlagen dieser Erkrankung bisher kaum oder nur unzusammenhangend
erforscht. Diese Arbeit soll dazu dienen, einige dieser Licken im Verstandnis der

Pathogenese von kaninen Mastzelltumoren zu schlie3en.

2, Literaturtibersicht

21. Mastzellen

Mastzellen sind runde Zellen mit einem ovalen bis runden Zellkern und zahlreichen
Granula im Zytoplasma, die u.a. Histamin und Heparin enthalten (London & Seguin,
2003; Schauer & Werle, 1959; Werle & Amann, 1955). Diese Granula kdnnen mittels
verschiedener Farbeverfahren dargestellt werden (London & Seguin, 2003).
Mastzellen sind malgeblich an Entzindungsreaktionen des Korpers beteiligt
(Dobson & Scase, 2007; Misdorp, 2004).

Beim Hund finden sich Mastzellen v.a. in Haut und Leber (O‘Keefe, 1990).

2.2. Mastzelltumore beim Hund

Mastzellen konnen neoplastisch entarten und sich zu potentiell malignen
Mastzelltumoren (MCT) entwickeln.

Da Mastzellen ein naturlicher Bestandteil des Bindegewebes sind, konnen
Mastzelltumore nahezu Uberall im Korper auftreten.

Mastzelltumore sind bei verschiedenen Spezies beschrieben (Orkin, 1967). Sie
kommen aber uUberwiegend bei Hund, Mensch, Katze und Pferd vor (Cole et al.,
2007; Wenger & Caron, 1988; Orkin, 1967).

Am haufigsten treten Mastzelltumore des Hundes in kutanem und subkutanem
Gewebe auf. Es wurden aber auch primar viszerale Tumore z.B. in Milz, Leber und
Niere dokumentiert (O’Keefe, 1990; Patnaik et al., 1984).

Mastzelltumore stellen eine der haufigsten Neoplasien der Haut beim Hund dar. lhre
Pravalenz liegt bei 7-21% (Welle et al., 2008). Die haufigsten Lokalisationen von
Mastzelltumoren sind Kopf, Thorax und der Genital- bzw. Inguinalbereich (Sfiligoi et
al., 2005; Simoes et al., 1994). Der Anteil von solitaren MCT betragt ca. 80%.
Multiple MCT treten in ca. 14% der Falle auf (Hottendorf & Nielsen, 1967).



Literaturubersicht 4

FUr bestimmte Hunderassen besteht ein erhdhtes Risiko Mastzelltumore zu
entwickeln: Boxer, Boston Terrier, englische Bulldoggen, Sennenhunde, Labradore
und Golden Retriever, Dackel, Cocker Spaniel, Schnauzer, Shar Peis, sowie
brachycephale Rassen (Kiupel et al., 2010; Marconato et al., 2008; London &
Seguin, 2003).

Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 8 und 14 Jahren (Kiupel et al., 2011;
London & Seguin, 2003; O’Keefe, 1990; Patnaik et al., 1984).

Eine Geschlechtsdisposition ist nicht erkennbar (Dobson & Scase, 2007; Patnaik et
al., 1984).

2.3. Diagnose von Mastzelltumoren

Das klinische Erscheinungsbild von Mastzelltumoren variiert sehr stark. So kommen
sowohl knotige als auch flachig infiltrative Formen oder auch reizlose, weiche,
subkutane Tumore vor, die kaum von Lipomen zu unterscheiden sind (London &
Seguin, 2003).

Die Komplikationen eines Mastzelltumors werden primar durch eine erhohte
Freisetzung von Histamin ausgeldst (z.B. verzogerte Wundheilung, Darier-Zeichen,
Gastroduodenale Ulzera) (Govier, 2003; O’Keefe, 1990; Kenyon et al., 1983; Howard
et al., 1969).

2.3.1. Zytologische Untersuchungen von Mastzelltumoren

Die einfachste diagnostische Methode zur Identifikation eines Mastzelltumors ist die
zytologische Untersuchung von Feinnadelaspiraten. Normale, gut differenzierte
Mastzellen kdnnen zytologisch meist leicht erkannt werden (Simoes & Schoning,
1994; O’Keefe, 1990).

2.3.2. Histologische Graduierung und Prognose von kaninen Mastzelltumoren

Die histologische Graduierung von Mastzelltumoren wurde bislang mittels der
Klassifizierung nach Patnaik et al. (1984) durchgefuhrt. Die Einteilung erfolgt hierbei,
wie in Tabelle 1 dargestellt, in drei Grade und diese korrelieren mit den

Uberlebenszeiten, wie in Tabelle 2 gezeigt.
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Tab. 1: Histologische Graduierungskriterien von kaninen Mastzelltumoren
(Patnaik et al. 1984)

Grad | Grad Il Grad Il
- gute Differenzierung - schlechtere Differenzierung - schlechte Differenzierung
- kaum Veranderungen von - einzelne mehrkernige Zellen - massive Veranderungen der
Kern- und Zellmorphologie und vereinzelte Mitosen Zellen (Kernpolymorphismen,
multiple Mitosen, starke Varia-
- zahlreiche intrazytoplasma- - undeutlichere zytoplasma- tionen der Zellmorphologie)
tische Granula tische Granulierung
- Granula nur noch mit Spezial-
farbungen erkennbar

Tab. 2: Prognose von kaninen Mastzelltumoren in Abhangigkeit vom histologischen
Grad (Patnaik et al. 1984)

Grad | [n] Grad Il [n] Grad lll [n] Anzahl [n]

Hunde mit
Mastzelltumoren 30 (36%) 36 (43%) 17 (20%) 83 (100%)

Verstorbene Hunde,

oder Hunde, die an

Mastzelltumoren ver- 2 (7%) 20 (56%) 16 (94%) 38 (46%)
storben sind

Hunde, die mind.
1500 Tage Uberlebt 28 (83%) 16 (44%) 1 (6%) 45 (54%)
haben

Ein neueres Differenzierungssystem wurde 2011 von Kiupel et al. vorgeschlagen.
Hier wird nur noch zwischen gut und schlecht differenzierten bzw. zwischen low-
grade malignant und high-grade malignant Tumoren unterschieden. Bei diesem
Einteilungssystem ist ein Tumor solange als low-grade malignant einzustufen, bis
eines der folgenden Kriterien zutrifft:

- in zehn HPF treten mindestens sieben Mitosen auf

- in zehn HPF treten mindestens drei mehrkernige Tumorzellen auf

- in zehn HPF treten mindestens drei Zellen mit bizarren Zellkernen auf

- in zehn HPF variieren mindestens 10% der Tumorzellen erheblich in ihrer Grolle
Ein HPF entspricht dabei einem sog. High Power Field, also dem Gesichtsfeld unter
Verwendung eines Objektivs mit 40facher VergroRerung.

In dieser Neueinteilung wird die mediane Uberlebenszeit wie folgt angegeben:
low-grade-MCT’s Patienten Uberleben ca. zwei Jahre, wahrend Tiere mit high-grade-

MCT's lediglich weniger als vier Monate Uberleben (Kiupel et al. 2011).
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2.4. Tyrosinkinaserezeptor CD117, c-Kit

2.4.1. Aufbau des Tyrosinkinaserezeptors

Der c-Kit Rezeptor wird auf verschiedenen Zelltypen exprimiert, darunter auf

Mastzellen, Stammzellen des hamatopoetischen Systems, Melanozyten, Keimzellen

und Astrozyten sowie den Cajal Cells des autonomen Nervensystems des Darmes

(Akin & Metcalfe, 2004).

Der Tyrosinkinaserezeptor, CD117/c-Kit, wird durch das c-Kit Proto-Onkogen kodiert.

Der Rezeptor hat ein Molekulargewicht von etwa 145 kDa (Natali et al., 1992; Yarden

et al., 1987). Es handelt sich um einen Transmembranrezeptor vom Typ Ill. Der

Rezeptor setzt sich aus den drei folgenden Teilen zusammen (Volna et al., 2004)

(Abb. 1):

1. dem intrazellularen Teil mit einer Phosphotransferasedomane, einer ATP Bin-
dungsstelle und einer juxtamembranésen Domane

2. der transmembranésen Doméane

3. der extrazellularen, immunglobulinartigen Doméane, welche aus insgesamt finf
Schleifen besteht.

An der Interaktion mit dem Liganden scheinen jedoch nur die ersten drei

Rezeptorschleifen beteiligt zu sein (Hornick & Fletcher, 2007; Webster et al., 2006 a).

Extracellular
ligand-binding
domain

] Transmembrane

domain
J Juxtamembrane
domain
ATP binding site
Hydrophillic Kinase
inter-kinase i
domain domain
Phosphotransferase
domain

Carboxy-terminal tail

Abb. 1: Schematische Darstellung des Tyrosinkinaserezeptors (Webster et al. 2006a)
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Der Tyrosinkinaserezeptor wird durch die Anlagerung des sog. Stammzellfaktors
(SCF) an die extrazellulare Domane des Rezeptors aktiviert. Der SCF wirkt speziell
bei Mastzellen nicht nur als chemotaktischer Mediator, sondern auch als
Wachstumsfaktor (Meininger et al., 1992). Er hat bei Mastzellen somit Einfluss auf
die Zellreifung, die Proliferation und die Degranulation (Dastych & Metcalfe, 1994;
Yee et al., 1994; Columbo et al., 1992; Meininger et al., 1992; Tsai et al., 1991).

In anderen Organen spielt der c-Kit Rezeptor eine wichtige Rolle bei der

Hamatopoese, der Spermatogenese und der Melanogenese (Matsuda et al., 1993).

2.4.2. Aktivierungskaskade des c-Kit Rezeptors

Durch die Bindung des SCF an den extrazellularen Teil des Rezeptors, erfolgt eine
Rezeptordimerisation, wodurch die Tyrosinkinase aktiviert wird (Abb. 2). Aus der
Ligandenbindung resultiert die Autophosphorylierung des Rezeptors, sowie die
Phosphorylierungen exogener Substanzen (Letard et al., 2008). Die phosphorylierten
exogenen Substanzen fihren im Folgenden zur Auslésung der Signalkaskade
(Roskoski, 2005).

P

== e
-,-‘? J—

AIEIST LS

Aktivierung von
verschledenen Proteinen

I

Effekta

——
j———
——
———
Ak

Abb. 2: Ablauf der Aktivierungskaskade des c-Kit Rezeptors (http://www.megru.
uzh.ch/j3/media/endo/tysinsy.gif)

Legende: 1. Anlagerung des SCF, 2. Aktivierung der Tyrosinkinase, 3. Autophosphorylierung des
Rezeptors durch die Tyrosinkinase, 4. Phosphorylierung verschiedener exogener Substanzen, 5.
Auslosen der Signal-Kaskade, 6. Effekte fur die Zelle (z.B. Angiogenese, Adhasion, Proliferation,
Apoptosesuppression, etc.)
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Bei normalen Zellen steuert der Stammzellfaktor die Aktivitat der Tyrosinkinase bzw.
des Tyrosinkinaserezeptors. Treten jedoch Mutationen in der DNS des Rezeptorgens
auf, so kommt es zu einer Anderung der Aminosauresequenz des Rezeptors. Als
Konsequenz kann eine ligandenunabhangige Autophosphorylierung des Rezeptors
auftreten (Letard et al., 2008; London et al., 1999). Dementsprechend laufen dann
auch alle sekundaren Prozesse, wie z.B. die Zellproliferation, unkontrolliert ab.

Es wurde festgestellt, dass Mutationen bestimmter Membrandomanen des
Tyrosinkinaserezeptors zur tumordsen Entartung von Mastzellen fihren kdnnen, da
die Veranderungen zur Autoaktivierung und somit zur Proliferation und Migration der
Zellen flhren (Crivellato et al., 2008; Letard et al., 2008; Webster et al., 2006 a; Tsai
et al., 1991). Die hierfur verantwortlichen Mutationen scheinen beim Hund vor allem
in der juxtamembrandsen Domane des Rezeptors lokalisiert zu sein (Webster et al.,
2006 a; Zemke et al., 2002).

Insbesondere Tandemduplikationen, Deletionen, Substitutionen und Insertionen
stehen im Verdacht eine neoplastische Entartung von Mastzellen hervorzurufen
(Ohmori et al., 2008; Webster et al., 2006 a; Downing et al., 2002; Zemke et al.,
2002).

FUr Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP‘s) im c-Kit Gen konnte bisher keine
biologische Relevanz nachgewiesen werden. Es handelt sich um sog. ,stumme”
Mutationen (Letard et al., 2008; Ohmori et al., 2008; Zemke et al., 2002). Es gibt in
den bisherigen Untersuchungen von Mastzelltumoren beim Hund (Tab. 4) nur einen
dokumentierten SNP, der eine Veranderung der Aminosaureabfolge hervorruft, wobei
hier vermutet wird, dass es sich um Fehler der publizierten c-Kit Sequenz handelt
(Letard et al., 2008). Durch die aktivierenden Tandemmutationen ist besonders der
durch das Exon 11 kodierte Rezeptorteil betroffen (Abb. 3).
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C—1+G Deld
C—+G Deld
P Exon 11 C—pa2 JuxtM

| 1 Dell >
tEtCt ctcttttet ccccccaccaghAAACCCATGTATGARGTACAGTGGAAGGT TGT TGAGGAGATCAATGGAAACAATTATGTTTACA
K P M Y E V Q W KV V EE I NGUNN Y V Y
555 560 565 570

-

*Dup‘
e
Y e Y Thu
Dupt Intron 11 SNP2
TAGACCCAACACAGCTTCcTTAEGMCACAMTGGGAGT'rTCCCAGAAACAGGCTGAGCTTTGgtcagtatgaaa@aggggctttccat
I b P TQULUZPYDHI KWETFU&PU RINU RTILS F
575 580 585 590

Dup5
L e e SR ] Dup6
— Dup7
Dup8

Abb. 3: Mutationen der DNS Sequenz der c-Kit juxtamembrandésen Domane der
Introns 10 und 11, sowie des Exons 11 im kaninen Tyrosinkinaserezeptor (Zemke et
al., 2002)

Legende: A: Adenin, T: Thymin, G: Guanin, C: Cytosin, R: Adenin oder Guanin, Y: Cytosin oder Thymin,
SNP: Single-Nukleotide-Polymorphism, Del: Deletion, Dup: Duplikation

Auch in den Genabschnitten fir die extrazellularen Domanen des c-Kit Rezeptors
treten Mutationen auf (Abb. 4), die ebenfalls eine ungesteuerte Autoaktivierung
hervorrufen konnen. Hier sind die durch die Exons 8 und 9 exprimierten Rezeptorteile
betroffen (Letard et al., 2008).

TD“Z‘ 424 (g)

Q*R (1) De/ns559(7%)  eDe 826828 ngDT (1)
8478 (5) TD5715% (25*)
NS (3)

Abb. 4: Lokalisation und Haufigkeit von Mutationen des gesamten Tyrosinkinase-
rezeptors bei kaninen Mastzelltumoren (Letard et al. 2008)

Legende: 1g'®: Immunoglobulare Doméne (extrazellularer Teil des Rezeptors), TM: Transmembrandse
Domane, JM: Juxtamembranése Doméne, TK1: Tyrosinkinasedomane Abschnitt 1 (ATP
Bindungsstelle), TK2: Tyrosinkinasedomane Abschnitt 2 (Phosphotransferasedomane), TDx: Tandem
Duplikation von Nukleotidposition x bis y, Dex: Deletion von Nukleotidposition x bis y, ns¥: Insertion von
Nukleotidposition x bis y , (x): Auftreten der Veranderung in x Fallen, Q*3R: Aminosauresubstitution von
Glutamin zu Lysin an Aminosaureposition 430, S479: Auftreten von Serin an der Aminosaureposition
479, N508; Auftreten von Asparagin an der Aminosaureposition 508, DT: DT-Sequenz (nicht naher
erlautert)
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2.5. Therapie von Mastzelltumoren

Es gibt mehrere Moglichkeiten, Mastzelltumore zu therapieren. Neben einer
klassischen Resektion des Tumors konnen auch Bestrahlungen, Chemotherapien,
Steroide und Tyrosinkinaserezeptor-Antagonisten zum  Einsatz  kommen.
Tyrosinkinaseinhibitoren blockieren dabei die Uberfunktion mutierter Mastzellen
(Camps-Palau et al., 2007; Govier, 2003). Der Einsatz dieser Mittel (z.B. Masivet®,
Palladia®) erfordert nach Herstellerangaben den vorherigen Nachweis der c-Kit

Mutation in dem kaninen Mastzelltumor.

2.6. Verfahren zur Untersuchung des c-Kit Rezeptors und seiner Mutationen
Die Untersuchung kaniner Mastzelltumore auf mogliche Mutationen des c-Kit
Rezeptors geht auf Studien an humanen MCTs zuruck (London et al., 1999). Beim
Menschen treten Veranderungen der c-Kit DNS vor allem in den Exons 9, 11, 13, 17
und 18 auf (Yanagihori et al., 2005; Lux et al., 2000).

Es kommen verschiedenste immunhistologische und genetische
Untersuchungsmethoden zur Anwendung, um Mutationen der c-Kit DNS
nachzuweisen (Trere, 2000).

Zu kaninen Mastzelltumoren liegen sieben Studien zu c-Kit Mutationen vor (Letard et
al., 2008; Ohmori et al., 2008; Webster et al., 2006 a; Webster et al., 2006 b;
Downing et al.,, 2002; Zemke et al., 2002; London et al., 1999), die in einer
Ubersichtstabelle (Tab. 4) vergleichend dargestellt werden. Die Studien variieren
hinsichtlich der Anzahl der untersuchten Tiere, der immunhistologischen Verfahren
sowie bezuglich der verwendeten genetischen Analysenmethoden, der untersuchten

Genabschnitte und den identifizierten Mutationen.

2.6.1. Immunhistologie

Mittels immunbhistologischer Untersuchungen kann unter Verwendung spezifischer
Antikorper das Expressionsmuster des c-Kit Rezeptors im histologischen
Gewebeschnitt identifiziert werden. In Mastzelltumoren wurden drei verschiedene
Expressionsmuster (Tab. 3) beobachtet, die von prognostischer Bedeutung sein
sollen (Kiupel et al., 2004).
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Tab. 3: Kriterien der c-Kit-Expressionsmuster und korrelierende Prognose fur kanine

Mastzelltumore nach Kiupel et al. (2004)

c-Kit - Muster 1 c-Kit - Muster 2 c-Kit - Muster 3
- perimembrands mit nur - fokal clusterartige, intensive, - diffuse zytoplasmatische
Muster geringer zytoplasmatischer zytoplasmatische Anfarbung, Anfarbung mit Uberla-
Anfarbung teils stippchenartige gerung anderer zellularer
Anfarbung Strukturen
- Rezidivrate nicht erhdht - Rezidivrate erhoht - Rezidivrate erhoht
Prognose | - Keine Verkirzung der - moégliche Verkirzung der - wahrscheinliche Verkir-
Lebenserwartung Lebenserwartung zung der Lebenserwar-
tung

Das c-Kit Muster 1 entspricht dem physiologischen Expressionsmuster (Webster et
al., 2006 b; Kiupel et al., 2004).

Bislang ist ein Zusammenhang zwischen c-Kit Mutationen und atypischen
immunhistologischen Expressionsmustern lediglich in einer Studie von Webster et al.
(Webster et al., 2006 b) genannt worden: Es wird zwar ein Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen von Tandemduplikationen im Exon 11 und den atypischen
immunhistologischen c-Kit Expressionsmustern 2 und 3 beschrieben, ohne dass

dieses Phanomen erklart wird.

2.6.2. Genetische Analysen

Zu Beginn der Darstellung genetischer Untersuchungsmaoglichkeiten werden zuerst
die Definitionen der Begriffe DNS, Intron, Exon und der Proteinbiosynthese erlautert
(Stryer, 1995), um ein besseres Verstandnis der im Folgenden angeflhrten
moglichen Mutationsformen des c-Kit Rezeptors und der genetischen
Analysenverfahren zu ermoglichen. Beide Ubersichten ermdglichen ein besseres
Verstandnis der in Tabelle 4 gezeigten Vorgehensweisen verschiedener
vorhergehender Studienarbeiten.

1) DNS: Die DNS ist ein langes Molekll in Form einer Doppelhelix, auf dem die
genetischen Informationen gespeichert sind. Die DNS enthalt vier Basen (Adenin,
Cytosin, Guanin, Thymin), deren Abfolge die Aminosauresequenzen eines
Organismus kodiert.

2) Exons: DNS Abschnitte, die aus der genomischen DNS in RNS transkribiert
werden und letztendlich die Aminosauresequenz eines Proteins bestimmen, werden
Exons genannt. Exons sind expressionsrelevant und haben eine biologische

Bedeutung.
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3) Introns: DNS Abschnitte die keinen Einfluss auf die Expression von
Aminosauresequenzen haben, da sie vor der Translation aus der mRNS entfernt
werden. Da Introns nicht expressionsrelevant sind, besitzen sie keinerlei biologische
Bedeutung.

4) Proteinbiosynthese: Die Proteinbiosynthese dient der Erzeugung von Protein-
strukturen im Organismus. Hierzu wird die DNS zunachst in mRNS (Messenger-
Ribonukleinsaure) transkribiert. Die mRNS wird nach Prozessierung der hnRNS
mittels tRNS (Transfer-Ribonukleinsaure) in den Ribosomen in eine
Aminosaureabfolge translatiert. Aus den Aminosauresequenzen entstehen

schliellich, durch raumliche Prozessierung wie Faltung etc., Proteine.

2.6.2.1. Formen der Mutationen in Mastzelltumoren

1) Deletionen (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995; Murken & Cleve, 1988): Unter
Deletion versteht man den Verlust einer oder mehrerer Basenpaare, die eine
Veranderung der produzierten Aminosaure zur Folge hat. Es sind Veranderungen
des Leserasters moglich. Verluste einzelner Basenpaare treten eher selten auf.

2) Insertionen (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995; Murken & Cleve, 1988): Als
Insertion bezeichnet man den Einschub eines oder mehrerer Basenpaare innerhalb
eines DNS-Abschnittes, welcher eine Veranderung der produzierten Aminosaure
verursacht. Insertionen konnen Verschiebungen des Leserasters zur Folge haben.

3) Tandemduplikationen (Rossow et al., 2008; Braun et al., 2005; Murken & Cleve,
1988): Tandemduplikationen sind Abschnittsverdopplungen der DNS, wobei die
duplizierten Abschnitte direkt hintereinander liegen. Die Verdopplungen verandern
die Aminosauresequenz und konnen eine Veranderung des Leserasters zur Folge
haben.

4) Substitutionen / Single-Nukleotide-Polymorphisms (SNP’s) (Rossow et al.,
2008; Collins et al., 1998; Murken & Cleve, 1988): Einzelnukleotid-Polymorphismen,
oftmals auch als Substitutionen bezeichnet, sind haufig vorkommende
Basenaustausche. Hierdurch konnen verschiedene Allelvarianten eines Gens
entstehen. Die Abweichungen der betroffenen Basen kénnen dabei di- bis
tetraallelisch sein, allerdings sind tri- und tetraallelische Formen sehr selten.
Einzelnukleotid-Polymorphismen machen etwa 90% aller Mutationen im
menschlichen Genom aus und stellen somit die haufigste Form genetischer

Mutationen beim Menschen dar. SNP’s konnen einen funktionellen Basenaustausch
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verursachen, d.h. sie kdnnen eine Anderung der Aminoséureabfolge bewirken, die
meisten SNP’s sind jedoch klinisch nicht relevant bzw. stumm. Da es sich nur um

Basen-Polymorphismen handelt, bleibt das Leseraster unberuhrt.

2.6.2.2. Genetische Analysenverfahren zum Nachweis der Mutationen

Die Mutationen bei Mastzelltumoren kénnen mit verschiedenen Verfahren untersucht
werden.

1) PCR (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995). Die PCR, oder auch Polymerase-
Kettenreaktion, dient der Amplifizierung spezifischer, definierter Genabschnitte der
DNS in vitro. Der zu vervielfaltigende Abschnitt wird mittels bekannter DNS-Primer
eingegrenzt. Die Verwendung von Forward und Reverse Primern ermoglicht eine
genaue Eingrenzung des zu amplifizierenden Genabschnitts.

Die Vorteile der PCR sind ihre hohe Spezifitat und die Geschwindigkeit des
Verfahrens.

2) RT-PCR (Rossow et al.,, 2008; Stryer, 1995): Die Reverse Transkriptase
Polymerase-Kettenreaktion dient dazu, mittels reverser Transkriptasen aus der RNS
eines Gens cDNS zu synthetisieren, die dann mittels PCR analysiert werden kann.
Reine RNS ware einer Auswertung durch eine ,normale“ PCR nicht zuganglich.

3) Gelelektrophorese (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995): Die Gelelektrophorese
dient der Trennung von Proteinen oder Makromolekulen, wie DNS (z.B. aus der
PCR) oder RNS, aufgrund deren Nominalladung und Grofe. Die Verwendung von
Gelen bei der Elektrophorese optimiert die Auftrennung durch eine Unterdrickung
von Konvektionsstromen und der Wirkung des Gels als molekulares Sieb. Als
Ergebnis stellen sich Banden unterschiedlicher Wanderungslange auf dem Gel ein,
beginnend mit den schwersten (grof3ten) Substanzen nahe dem Elutionspunkt bis
hin zu den leichtesten (kleinsten) Stoffen weiter entfernt vom Elutionspunkt.

Die Auswertung des Elektrophoreseergebnisses erfolgt mittels Anfarbung durch
Ethidiumbromid und unter UV-Licht.

Die Gelelektrophorese ermdoglicht eine Aussage Uber das spezifische Gewicht und
somit zur Art und Menge von PCR Reaktionsprodukten. So kann man den Erfolg der
Polymerase-Kettenreaktion beurteilen.

Der Vorteil der Methode ist die Moglichkeit, Substanzen nach ihrer Grof3e zu trennen

und damit Aussagen Uber die Inhaltsstoffe eines Gemisches treffen zu kdnnen.
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Ein Nachteil der Gelelektrophorese ist die Giftigkeit der zur Anfarbung verwendeten
Stoffe wie Ethidiumbromid.

4) Klonierung (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995): Die Klonierung dient, wie die
PCR, zur Amplifizierung bestimmter Genabschnitte. Der Ablauf einer Klonierung
erfolgt in situ in Wirtszellen, wahrend die PCR in vitro stattfindet. Bei der Klonierung
wird die zu vermehrende genomische DNS mittels Restriktionsenzymen in groRere
Stucke unterteilt. Diese werden anschlieRend mittels Elektrophorese getrennt. Die
getrennten Einzelteile werden in die DNS sog. Vektoren, wie z.B. Lambda-Phagen,
integriert. AnschlieRend werden z.B. Wirtsbakterien wie E. coli mit diesen Vektoren
infiziert. Die infizierten Bakterien produzieren nun das gewtnschte Genprodukt in
groRen Mengen.

Der Vorteil dieser Methode liegt in der kostengunstigen Vermehrung von DNS in
grolen Mengen. Nachteilig an dieser Methode ist aber, dass moglicherweise
Mutationen innerhalb der E. coli Bakterien auftreten, die spatere Erbgutauswertung
verfalschen kénnen.

5) Sequenzierung (Rossow et al., 2008; Stryer, 1995): Die Sequenzierung dient der
Auswertung und Darstellung der in der PCR erzeugten Reaktionsprodukte. Jede
DNS-Base wird dabei mit ihrer komplementaren Base kombiniert, wobei sich an den
komplementaren Gegenstlcken zusatzlich jeweils unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe befinden. AnschlieRend werden mittels Gelelektrophorese und
Fluoreszenzmessung die PCR Produkte getrennt und Basenabfolge anhand der
Farbabfolge automatisch bestimmt. Die hohe Auflésung der Methode erlaubt es
selbst Punktmutationen prazise nachzuweisen.

Vorteile dieses Verfahrens sind die automatische Auswertung von DNS-Sequenzen,
sowie die hohe Auflosung und Effektivitat. Nachteile sind z.B. die relativ hohen
Kosten einer Analyse.

6) Fluorescent activated Cell sorting (FACS) (Stryer, 1995). Die
Durchflusszytometrie dient der Analyse und Auftrennung verschiedener Zelltypen
anhand ihrer spezifischen Eigenschaften (z.B. spezifischer Rezeptoren). Hierzu
werden fluoreszierende Substanzen, wie z.B. fluoreszierende Antikorper, zu den
Zellen gegeben, die sich spezifisch an bestimmte Zellen oder Zellmolekile binden.
Mittels einer Fluoreszenzmessung konnen Zellen mit den gesuchten Molekulen

identifiziert und von den Ubrigen Zellen getrennt werden.
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Ein Vorteil der Methode ist die Separation von Zellen anhand spezifischer
Oberflacheneigenschaften. Nachteile des Verfahrens sind z.B. der hohe Aufwand

und die bendtigten spezifischen Antikorper.

7) Western Blotting (Stryer, 1995): Das Western Blotting dient der Detektion sehr
kleiner Mengen bestimmter Proteine in einer Zelle oder in einem Substanzgemisch.
Die Proben werden zuerst einer elektrophoretischen Trennung unterzogen. Die
gesuchten Proteine werden dann mittels farbstoffmarkierter spezifischer Antikorper
identifiziert.

Der Vorteil der Methode liegt in der Nachweisbarkeit selbst kleinster Mengen eines
Proteins in einem Substanzgemisch. Auch hier sind, wie bei der FACS, die
bendtigten spezifischen Antikdrper und die damit verbundenen Kosten

maglicherweise von Nachteil.

Der Zweck der im Folgenden beschriebenen Untersuchungen besteht darin, die
bislang vorliegenden Forschungsergebnisse im Bereich der Mastzellneoplasien zu
Uberprufen und neue Erkenntnisse im Zusammenhang zwischen c-Kit Mutationen,
Neoplasiemultiplizitat, histologischem Tumorgrad und der Immunhistologie des c-Kit

Zu gewinnen.
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Tab. 4: Ubersicht tiber Methoden und Ergebnisse der Untersuchungen von Mutation des c-Kit Gens bei kaninen Mastzelltumoren

Autor/ Untersuchungsmaterial | Histologischer c-Kit Untersuchte Untersuchte Genetische Ergebnisse
Land (Anzahl) Grad (Anzahl) Immunhistologie Rassen Exons/Introns Analysenmethoden g

- Downing et | - Form., Para. (n=157) -1 (n=12) -k A - Boxer, Retriever, - Exons: 11,12 | - gDNS, PCR, GE, - Seq./ 2. GE*:

al. (2002) - Zellkultur (n=2) -1 (n=119) Shar Pei, Terrier, - Intron; 11 Klon., Seq., GE - ITD‘s: Grad | (n=1/12), Grad Il (n=42/119),
- USA - Il (n=26) Sonstige Grad Ill (n=9/26)
- Letard et - Native Tumorbiopsien - rezidivierend -k. A. - Boxer, Retriever, - Exons: 8, 9, - RNS, RT-PCR, PCR, - Seq.:

al. (2008) (n=191) und/oder nicht Labrador, Rho- 1,17 Seq., FACS, WB - ITD's: Exon 8 (n=8), Exon 11 (n=25)
- Frankreich, entfernbar desian Ridge- - doppelte Untersu- - Dele-/Substitu/ Insertionen: Exon 8 (n=1),

USA -1 (k. A) back, Weimara- chung bei pos. Muta- Exon 9 (n=8), Exon 11 (n=14), Exon 17 (n=1)

-1 (k. A) ner, Sonstige tionen - SNP‘s: Exon 8-17 (n=6)

- London et - Form., Para. (n=11) -1 (n=11) -k. A -k. A - Exons: 11,12 | - gDNS, RNS, PCR, - Seq./ 2. GE:

al. (1999) - Zellkultur (n=2) - Introns: 11 RT-PCR, Klon., GE, - ITD's: Exon 11/12 (n=5/11), Zellkulturen
- USA Seq., GE, FACS, WB (n=1/2)
- Ohmori et - Zellkultur (n=1) -1 (n=1) -k A - Retriever -Exons: 4,5,9, | - gDNS, RNS, RT-PCR, | - Seq.:

al. (2008) 10, 11,12 Klon., Seq., FACS - Deletionen/lsoformen: Exon 4/5 (n=2),
- Japan - Introns: 4, 9, Exon 9/10 (n=1)

11 - SNP’s: Intron11 (n=3)

- Webster et - Form., Para. (n=33) k. A. -k. A. -k A. - Exons: 16, 17, | - gDNS, PCR, Seq., GE | - Seq. /2. GE:

al. (2006 a) | -LCM 18,19, 20 - keine Mutationen gefunden
- USA
- Webster et | - Form., Para. (n=60) I (n=8) - Muster 1 (n=25) - Basset, Boxer, - Exon: 11 - gDNS, PCR, Seq. - Sequenzierung:

al. (2006 b) | -LCM [l (n=45) - Muster 2 (n=24) Mischlinge, Mops, - Intron: 11 -ITD’s: Grad Il (n=4/45), Grad Ill (n=5/7)
-USA  (n=7) - Muster 3 (n=11) Retriever, Spaniel,

Sonstige

- Zemke et - Form., Para. (n=88) | (n=24) -k A - Boxer, Mischlinge, | - Exon: 11 - gDNS, PCR, GE, - Seq./2. GE:

al. (2002) [l (n=58) Pit Bull, Retriever, - Introns: 10,11 | Seq., GE - ITD’s: Grad Il (n=4/58), Grad Ill (n=4/6)
- USA Il (n=6) Terrier - Deletionen: Grad Il (n=4/58)

- SNP’s: Intron 10 (n=1), Intron 11 (n=4),
Exon 11 (n=1)

Form.: Formalin, Para.: Paraffin, Klon.: Klonierung, LCM: Laser Capture Microdissection, gDNS: genomische DNS, PCR: Polymerase-Kettenreaktion, GE: Gelelektrophorese, Seq.: Sequenzierung, RT-PCR:
Reverse Transkriptase PCR, FACS: Durchflusszytometrie, WB: Western Blot, ITD: Internal-Tandem-Duplikation, SNP: Einzelnukleotidpolymorphismus, k. A.: Keine Angabe
*: Die separate 2. Gelelktrophorese ist als letztendlicher Auswertungsschritt fir einige Sequenzierverfahren notwendig und wird deshalb zusatzlich zur ersten GE aufgefiihrt
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3. Material und Methoden

3.1. Auswahl des Tierguts

Fir die Untersuchungen wurden formalinfixierte Gewebeproben aus dem
Routineeinsendungsmaterial von Laboklin GmbH & Co. KG verwendet. In die
eigenen Untersuchungen wurden die kaninen Mastzelltumoren aus den Monaten
April bis Oktober des Jahres 2010 einbezogen, von denen vorberichtliche Angaben
zu Rasse, Alter, Geschlecht des Hundes und der Lokalisation des Tumors moglichst
vollstandig vorhanden waren.

Die durch die Studienleitung vorausgewahlten Falle, wurden tabellarisch erfasst und
die fehlenden Daten aus der Datenbank erganzt. Hierzu gehoérten u.a. Geschlecht,

Alter und Rasse der Hunde sowie die Lokalisation und Grolie der Neoplasie.

3.2. Histologische und immunhistologische Untersuchungen

Alle Proben wurden im Rahmen der Routine makroskopisch dokumentiert,
zugeschnitten und reprasentative Proben fur die Histologie eingebettet. Die
Objekttrager wurden mittels Hamatoxylin-Eosin und Giemsa gefarbt (Simoes &
Schoning, 1994).

Alle MCT wurden mittels immunhistologischer Standardverfahren auf das
Expressionsmuster des c-Kit Rezeptors untersucht.

Die Auswertung der Histologie und Immunhistologie erfolgte durch die Pathologen
der Abteilung entsprechend der Definitionen von Patnaik et al. (1984) und Kiupel et
al. (2004).

3.3. Genetische Untersuchungen

Alle genetischen Untersuchungen wurden in der molekularbiologischen Abteilung der
Laboklin GmbH & Co. KG durchgefihrt. Proben von Tieren mit multiplen
Mastzelltumoren wurden zu jeweils einer Probe gepoolt. Es wurden folgende
Analysenverfahren angewendet:

1) PCR aus genomischer DNS, 2) Gelelektrophorese, 3) Sequenzierung

Diese Methoden entsprechen den bislang in der Literatur angewendeten

Vorgehensweisen.
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3.3.1. Ermittlung der Referenzsequenzen fur die Exons 8, 9 sowie 11/12 der c-
Kit Rezeptor-DNS
Um im Verlauf der DNS-Analysen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die fur
die Untersuchungen relevanten Exonabschnitte aus der extrahierten DNS
amplifizieren zu kénnen, wurden exonspezifische Primer bendtigt. Deshalb wurden
zunachst die Referenzsequenzen ermittelt, die spater als Vorlage zur Herstellung fur
die bendtigten Primer dienten.
Die Referenzsequenzen der Exons 8 und 9 wurden mittels Abgleich von
Literaturvorlagen (Letard et al.,, 2008; London et al., 1999) und der c-Kit coding
Sequenz (CDS) der NCBI Datenbank als Referenz fir die Untersuchungen
verwendet. Die gesamte c-Kit coding Sequenz kann in der Proteindatenbank des
NCBI (www.ncbi.nlim.nih.gov/) unter folgender Nummer abgerufen werden:
NM_001003181.1
GroRbuchstaben stehen bei den Sequenzen fur Exonnuklide, Kleinbuchstaben fur
Intronnuklide:
Referenzsequenz Exon 8:
5'- CAAAACCAGAAATCCTGACTCATGAAAGTCTCACAAATGGCATGCTCCAGTG
TGTGGTTGCAGGATTCCCAGAGCCCGCAGTAGATTGGTATTTCTGTCCAGGAGC
TGAGCAGAG-3'
Referenzsequenz Exon 9:
5-ATGTTCTGTCCCTATTGGGCCAATGGATGTGCAGATGCAAAACTCGTCTCTG
TCACCGTCTGGAAAACTAGTGGTTCAGAGTTCCATCGATTATAGTGCCTTCAAG
CACAATGGCACAGTCGAGTGTAGGGCTTACAACAATGTAGGCAGGAGTTCTGC
CTTTTTTAACTTTGCATTTAAAG-3'

Da neben Mutationen im Exon 11/12 nach Zemke et al. (2002) ebenfalls Einzel-
Nukleotid-Polymorphismen im Intron 11 wahrscheinlich sind, wurde dieses Intron mit
in die verwendete Referenzsequenz integriert. Da Intronabschnitte nicht in der CDS
aufgeflihrt werden, wurden hier flr den Abgleich der Literaturvorlagen (Letard et al.,
2008; Zemke et al., 2008; Downing et al., 2002) mit bekannten Sequenzen Daten,
aus der UCSC-Datenbank verwendet. Dazu wurden die CDS-Abschnitte der Exons
11 und 12 aus der NCBI Sequenz in der Blat Search fur Hunde (Unterkategorie

,00g“) der UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/cgi-
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bin/hgBlat?command=start) gesucht. Im Ergebnis sind alle an die eingegebenen

Exons angrenzenden Intronabschnitte enthalten.

Referenzsequenz Exon 11/12:
5'-AAACCCATGTATGAAGTACAGTGGAAGGTTGTTGAGGAGATCAATGGAAAC
AATTATGTTTACATAGACCCAACACAGCTTCCTTACGATCACAAATGGGAGTTTC
CCAGAAACAGGCTGAGCTTTGgtcagtatgaaataggggctttccatgtaacctttttgtgtacgtgtaaca
atgactttagggaaccccattagcttcctttgttctgticcaactgagacaataagtattttctgtgaagtttcatcatttttgatg
attcctcataaagcaccttatagagaaatgtccttagctggatttgtccttaattccttaacaattccttgattgttgactttga
attacccagatgctcctttggtcctatcaccaccccttactcttttcttcctttctgcagGGAAAACTTTGGGGCTG
GTGCCTTCGGGAAAGTGGTTGAAGCCACTGCATATGGCCTGATTAAGTCGGATG
CGGCCATGACTGTTGCCGTTAAGATGCTCAAAC-3'

3.3.2. Extraktion der DNS

Die zur Untersuchung bendtigte DNS wurde zunachst aus den paraffineingebetteten
Proben extrahiert. Zur Extraktion wurde ein blackPREP FFPE DNS Kit der Firma
Analytik Jena (Bestellnummer: B45-BP-0020050) verwendet. Alle verwendeten
Reagenzien wurden dem Testkit enthommen. Das Probenmaterial wurde nach
folgendem Ablaufschema bearbeitet:

Paraffinschnitte in ein Reaktionsgefald fullen

400ul Lysepuffer QPT und 25ul Proteinase K zugeben

5 Sekunden durchmischen

60 Minuten bei 50°C inkubieren

unter Schutteln bei 90°C fur weitere 60 Minuten inkubieren

1 Minute lang mit 13000 RPM zentrifugieren

Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihren

200ul Bindungspuffer SBS zum Uberstand geben und durchmischen
Probe auf Filtereinsatz geben

10. 2 Minuten bei 13000 RPM in ein 2ml Auffangréhrchen zentrifugieren
11. gebrauchtes Auffanggefal® verwerfen und ersetzen

12. 700ul Waschpuffer MS auf Filtereinsatz geben

13. 1 Minute bei 13000 RPM zentrifugieren

14. Filtrat verwerfen und Auffangrohrchen wiederverwenden

15. Schritt 7 wiederholen

16. 2 Minuten bei 13000 RPM trocken zentrifugieren

17. Auffangrohrchen verwerfen

18. Filter in ein 1,5ml Elutionsgefal} platzieren

19. 100ul Elutionspuffer zugeben

20. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

21. 1 Minute bei 8000 RPM zentrifugieren

22. Extrahierte DNS bis zum weiteren Gebrauch bei -20°C lagern

©CoNo>OhwWN =



Material und Methoden 20

3.3.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Vor Beginn der PCR wurden 5 yl der extrahierten DNS mit je 0,5 yl Q-Taq der Firma
Qiagen (Bestellnummer: 201203) und je 44,5 pl des selbst hergestellten Mastermixes
des jeweiligen Exons versetzt.

Die verwendeten DNS-Primer wurden durch die Firma Eurofins MWG Biotech

hergestellt. Die verwendeten Primersequenzen lauten:

Exon 8 Forward: 5-GGTGAGGTGTTCCAGCAGTC-3'
Exon 8 Reverse: 5-CCTTCCCTCGTGCACATTA-3'

Exon 9 Forward: 5-TTTCCTAGAGTAAATCCAGGCTGT-3'
Exon 9 Reverse: 5'-GCAGGCAGAGCCTAAACATC-3'

Exon 11/12 Forward: 5-TACCCAGATGCTCCTTTGGT-3'
Exon 11/12 Reverse: 5'-AAGAAGCAAATTTGGCAAGC-3'

Die Mastermixe wurden wie folgt angesetzt:

28,54l HPLC-Wasser

5ul PCR-Puffer

4ul (25mM) MgCl;

5ul (2mM) dNTPs

1ul (10uM) Forward Primer des jeweiligen Exons (8, 9, 11/12)
1ul (10uM) Reverse Primer des jeweiligen Exons (8, 9, 11/12)

2l

AnschlieBend wurde die Polymerase-Kettenreaktion auf einem Thermocycler der

Firma Eppendorf durchgefuhrt. Der Programmablauf gliedert sich wie folgt:

1. 95°C 10 Minuten

2. 95°C 30 Sekunden

3. 60°C 30 Sekunden

4. 72°C 60 Sekunden

5. 2.bis4. 35x wiederholen
6. 72°C 10 Minuten

3.3.4. Auswertung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese
Die PCR-Produkte wurden anschlieRend mittels 4% Agarose E-Gel Platten der Firma
Invitrogen (Bestellnummer: G8008-04) und dem dazugehdrigen DNS-Marker "E-Gel
Low Range - Quantitative DNA Ladder" der Firma Invitrogen (Bestellnummer: 12373-
031) ausgewertet. Die Elektrophorese wurde wie folgt durchgeflhrt:

Markervertiefungen mit je 10ul Aqua dest. und 10ul Marker beflllen
Probenvertiefungen mit je 12ul Aqua dest. und 8ul des PCR-Produktes befullen
nicht verwendete Vertiefungen mit je 20ul Aqua dest. beflillen

Gel anschlieRend 20min an 230V anlegen

Gelplatte nach Schritt 4 auf einem UV-Schirm auslesen

abhwn~
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Fir das Exon 8 lag die gesuchte Lange bei 200 Basenpaaren (BP), fur das Exon 9
bei 300 BP und fur das Exon11/12 bei 400 BP. Die Ermittlung der Lange des
untersuchten  DNS-Stlckes erfolgte durch einen Bandenabgleich der
Untersuchungsbande mit dem DNS Marker (DNS Stlicke bekannter Lange).

Bei allen negativen Ergebnissen wurde die PCR mit einer 1:10 Verdlnnung der
extrahierten DNS wiederholt, um auf diese Weise evil. vorhandene Reste von
Inhibitoren in der DNS (z.B. Formalinreste) soweit zu verdunnen, dass eine
Auswertung der DNS mdglich wird.

Alle PCR-Produkte, bei denen die Auswertung des Elektrophoresegels ein positives
Ergebnis erbrachte, wurden in den im Folgenden erlauterten Schritten aufgereinigt,

sequenziert, erneut aufgereinigt und schlieBlich mittels Sequencer ausgewertet.

3.3.5. Aufreinigung der positiven PCR-Produkte

Zur Durchflihrung der ersten Aufreinigung wurde das MinElute PCR Purification Kit
von Qiagen (Bestellnummer: 28006) verwendet. Alle verwendeten Reagenzien
wurden dem Testkit enthommen.

250ul PBI-Puffer und 50ul PCR-Produkt vortexen

Ansatz auf die Saule geben

bei 13000 RPM fur 1 Minute zentrifugieren

Auffanggefald verwerfen

neues Gefald verwenden

600ul PE-Puffer zugeben

bei 13000 RPM fur 1 Minute zentrifugieren

Auffanggefald verwerfen

neues Gefald verwenden

10. 1 Minute bei 13000 RPM trockenzentrifugieren

11. Auffanggefald verwerfen

12. beschriftetes Eppendorf-Reaktionsgefald unter die Saule stellen

13. 30ul EB-Puffer zugeben

14. 1 Minute bei RT inkubieren

15. 1 Minute bei 8000 RPM zentrifugieren

16. Saule verwerfen

17. Eluat bis zum weiteren Gebrauch kuhl lagern

©CoNo>OhwWN =

3.3.6. Sequenzierung der PCR-Produkte

Nach dem ersten Aufreinigungsschritt wurden die PCR-Produkte mittels
Sequenzierung analysiert. Der Terminator Mix (T.Mix) wurde dem BigDye Terminator
v 1.1. Cycle Sequencing Kit der Firma Applied Biosystems (Bestellnummer:
4336776) entnommen.
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Der Sequenzierungsansatz wurde wie folgt hergestellt:

1. 4ul T.Mix

2. 3ul Aqua dest.

3. 1yl Primer (2uM) je nach sequenziertem Exon (Juxt 8F, Juxt 8R; Juxt 9F, Juxt 9R;
Juxt11F, Juxt11R)

4. 2ul aufgereinigtes PCR-Produkt zugeben

5. Sequenzierungsreaktion auf einem Thermocycler durchflhren

Temperaturprofil:

1. 96°C 1 Minute

2. 96°C 10 Sekunden

3. 60°C 5 Sekunden

4. 60°C 4 Sekunden

5. 1.bis4. 26x wiederholen
6. 4°C bis Ende

3.3.7. Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte

Nach Abschluss der Sequenzierungsreaktion wurden die Reaktionsprodukte erneut
gereinigt. Zur zweiten Aufreinigung wurde das DyeEx 2.0 Spin Kit von Qiagen
(Bestellnummer: 63206) verwendet. Alle verwendeten Reagenzien wurden dem
Testkit entnommen. Die Anleitung schreibt folgendes Vorgehen vor:

. 10ul Aqua dest. zur Sequenzierreaktion geben und vortexen

. DyeEx Saule gut vortexen

. unteren Plastikverschluss abdrehen

. Saule in ein Auffanggefal} einsetzen

. 5 Minuten bei 2800 RPM zentrifugieren

. Auffanggefal} verwerfen

. Saule in ein neues Gefal} einsetzen

. 20ul des Ansatzes (siehe Schritt 1) mittig auf die Saule pipettieren
. Saule bei 2800 RPM fur 5 Minuten abzentrifugieren

OCoOoONOOOAPRWN--

3.3.8. Auswertung der DNS-Sequenzen mittels Sequencer

Die Auswertung der DNS-Sequenzen erfolgte mittels eines ,Genetic Analyser 3130"
von Applied Biosystems. Vor der Analyse wurden 6ul der aufgereinigten
Sequenzierungsreaktion mit 7yl HIDI-Formamid vermischt und in die entsprechende
Vertiefung der Analyserplatte gegeben. Die Auswertung wurde von dem Gerat

automatisch vorgenommen.
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3.4. Analyse der Untersuchungsergebnisse

3.4.1. Resultate des Genetic Analysers

Die Analyse der erhaltenen Gensequenzen erfolgte in zwei Schritten:

1. Die vom Sequencer ,Genetic Analyser 3130“ der Firma Applied Biosystems er-
stellten DNS Analysenresultate wurden gespeichert und ausgedruckt. Die
Ergebnisausdrucke wurden hinsichtlich ihrer Qualitat und Auswertbarkeit Uberpruft
und bei Mangeln einer wiederholten Auswertung bzw. Untersuchung unterzogen. Als
Mangel traten z.B. zu kurze DNS-Sequenzen, oder zu starke Uberlagerungen der
Messergebnisse mit Storsignalen auf.

2. Die vom Sequencer ermittelten DNS-Sequenzen wurden im Anschluss mittels des
Online-Computerprogramms ,ClustalW2® http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
mit der fUr jedes Exon spezifischen Referenzsequenz abgeglichen. Das Programm
stellte dabei vorhandene Ubereinstimmungen und Abweichungen in der DNS

automatisch fest.

3.4.2. Vergleich der Sequencerausdrucke und der ClustalW2 Ergebnisse

Die Sequencerausdrucke wurden in Kombination mit den ClustalW2
Vergleichsresultaten manuell-visuell ausgewertet. Evil. aufgetretene Mutationen
wurden entsprechend markiert und tabellarisch erfasst.

Zur Gegenuberstellung der Untersuchungsergebnisse bzw. Sequencerausdrucke
und der exonzugehdrigen Bezugssequenz wurden die unter Punkt 3.3.1. bereits

genannten Referenzsequenzen der Exons 8, 9, 11/12 verwendet.

3.5. Statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte durch einen externen Statistiker mittels des
Statistikprogramms SPSS 18 mit Kreuztabellen und dem Exakten Fisher-Test bei
einseitiger bzw. zweiseitiger Fragestellung (Hunsler & Zimmermann, 2010).
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4. Ergebnisse
86 Proben 12 Proben

gelelektrophoretische Auswertung der PCR in keinem Durchlauf bei keinem Exon ein

Insgesamt wurden untersucht. Bei zeigte die
positives Ergebnis, weshalb die weiterfUuhrenden Analysen fur diese Falle verworfen
wurden. In den folgenden Abschnitten werden nur die 74 Proben ausgewertet, bei
denen mindestens ein PCR-Durchgang in einem Exon ein positives Ergebnis

erbrachte.

4.1. Charakterisierung des Tiergutes

Von den 74 abschlieRend untersuchten Hunde waren 18 mannlich, neun mannlich
kastriert, 20 weiblich und 20 weiblich kastriert. Bei sieben Tieren war das Geschlecht
unbekannt. Das Alter der untersuchten Hunde war bei 63 Individuen bekannt und bei
elf unbekannt. Der Mittelwert lag bei neun Jahren mit einer Standardabweichung von
2,7 Jahren. Die Rasse war bei 67 Hunden bekannt und bei sieben unbekannt. Es

sind besonders Retriever, Terrier und Boxer von MCT's betroffen (Tab. 5).

Tab. 5: Rassenverteilung der Hunde in der eigenen Studie

Rasse Haufigkeit [n]

Retriever 10 (14,9%)
Terrier 8 (12,0%)
Boxer 6 (9,0%)
Berner Sennenhund (BSH) 4 (6,0%)
Weimaraner 3 (4,5%)
Deutscher Schaferhund (DSH) 2 (3,0%)
Pinscher 2 (3,0%)
Rhodesian Ridgeback 2 (3,0%)

Mischlinge

16 (23,9%)

Sonstige

13 (20,7%)

4.2. Ergebnisse der histologischen und immunhistologischen Unter-
suchungen

Von den 74 Hunden wiesen 43 Tiere solitare und 31 multiple MCT auf. 25 der 31
multiplen Mastzelltumore betrafen zwei Tumorlokalisationen, wahrend sechs Hunde
drei Mastzelltumoren gleichzeitig aufwiesen. Somit ergibt sich eine Gesamtzahl von
68 Mastzelltumoren innerhalb der Gruppe mit multiplen Neoplasien. Die Zuordnung
aller Proben zum histologischen Grad erfolgte nach Patnaik et al. (1984) und wird in
Tabelle 6 dargestellt.

Bei 6/31 Fallen mit multiplen Tumoren differierten die histologischen Grade der

einzelnen Neoplasien. Bei funf der sechs Proben lag die Variation zwischen Grad |
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und Il. Aufgrund der biologischen Relevanz wurden die Falle zum gréfReren
histologischen Grad zusammengefasst, also zu funf Grad |l Neoplasien. Eine weitere
Probe variierte zwischen Grad Il und Ill. Diese wurde folglich als Grad Il Tumor
deklariert. Unter den verbleibenden 26 Fallen mit multiplen Neoplasien war der
Tumorgrad jeder Lokalisation identisch. Da die multiplen Falle vor Beginn der
Untersuchungen zu Probenpools zusammengefasst wurden, werden im Folgenden
auch die multiplen Falle mit mehreren identischen Tumorgraden zu einem einzigen

Fall des gemeinsamen Grades zusammengefasst (Tab. 6).

Tab. 6: Histologische Grade der solitaren (n=43) und multiplen (n=31)

Mastzelltumore bei 74 Hunden

Grad Solitare [n] Multiple [n]
I 13 13
Il 11 12
1] 19 6

Es wurde fur 38 der 43 solitaren und fur 22 der 31 multiplen Neoplasien eine

immunhistologische c-Kit Farbung durchgefiihrt (Tab. 7).

Tab. 7: Immunhistologische c-Kit Expressionsmuster der solitaren (n=38/43) und der

multiplen (n=22/31) Mastzelltumore

Solitdre Tumore Multiple Tumore

Histologie c-Kit Muster Histologie c-Kit Muster

1:6/13 1:6/9

Grad I n=13 2:713 Grad I n=9 2:3/9

3: 013 3:0/9

1:1/8 1:4/8

Grad Il n=8 2:6/8 Grad Il n=8 2:2/8

3:1/8 3:2/8

1117 1:0/5

Grad Il n=17 2: 12117 Grad Il n=5 2:1/5

3. 4117 3:4/5

4.3. Ergebnisse der genetischen Untersuchungen

4.3.1. Auswertung der Gelelektrophorese

Die Auswertung der Gelelektrophorese zeigt, dass einige Proben bei denen ein
positives PCR Ergebnis vorlag, nicht korrekt sequenziert werden konnten.

Alle Proben aus der Exon 8 PCR enthielten positive PCR-Produkte. Vier dieser

Proben zeigten nach der Sequenzierung kein auswertbares Ergebnis.
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Elf von 16 nicht auswertbare Proben des Exon 9 enthielten positive PCR-Produkte,
die jedoch in der spateren Sequenzierung kein Ergebnis zeigten.

Bei 21 der 34 letztendlich nicht auswertbaren PCR-Produkte des Exon11/12 konnte
kein Untersuchungsergebnis erzielt werden, da diese Proben zwar positive PCR-
Produkte enthielten, aber keine korrekte Sequenzierung stattfand. Bei vier dieser
PCR-Produkte waren die Banden bereits auf dem Gel mit einem eher fraglichen als
positiven Ergebnis bewertet worden und die versuchsweise durchgeflhrte
Sequenzierung erbrachte kein auswertbares Ergebnis.

Alle weiteren nicht auswertbaren Proben der jeweiligen Exons zeigten bereits auf
dem Elektrophoresegel kein positives Ergebnis und wurden nicht sequenziert.

Ein Beispiel fur ein Elektrophoreseergebnis wird in Abb. 5 dargestellt.

112131415

-] 3 2 e s

'y

100 bp

Abb. 5: Beispiel eines Gelelektrophoreseergebnisses von je zwei Proben im Exon 8,
zwei Proben im Exon 9 und drei Proben im Exon 11/12 jeweils unverdiunnt und in

1:10 Verdlinnung

Legende: Erlauterung der Gelspuren (links beginnend): 1. Spur: DNS Marker mit Referenzbanden, 2. Spur: Probe 1 Exon 8
unverdiinnt, 3. Spur: Probe 2 Exon 8 unverdiinnt, 4. Spur: Probe 1 Exon 9 unverdiinnt, 5. Spur; Probe 2 Exon 9 unverdiinnt,
6. Spur: Probe 1 Exon 11/12 unverdinnt, 7. Spur: Probe 2 Exon 11/12 unverdinnt, 8. Spur: Probe 3 Exon 11/12 unverdiinnt,
Spuren 9-15 vorherige Proben in gleicher Reihenfolge in 1:10 Verdiinnung, restliche Wells nicht belegt

Alle PCR-Produkte, bei denen sich eine klare Bande in der Hohe der spezifischen
Lange des gewunschten Produktes einstellte, wurden als positives PCR-Produkt
definiert. In Abb. 5 ware dies lediglich in Spur 13 der Fall. Hier ist ein als positiv zu
wertendes Ergebnis zu sehen. Das Ergebnis in Spur 5 kdnnte z.B. als eher fraglich
ebenfalls einer Sequenzierung unterzogen werden. Alle weiteren Spuren, bei denen
nur ein verwaschenes Ergebnis sichtbar ist, sind als negative Ergebnisse

einzustufen.
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4.3.2. Ergebnisse der Sequenzierung im Exon 8

Es wurden insgesamt 74 Proben auf Mutationen im Exon 8 untersucht. Davon waren
70 auswertbar und vier nicht auswertbar. Es konnten keine Deletionen, Insertionen
oder Duplikationen im Exon 8 festgestellt werden.

Allerdings wurde eine Basensubstitution des Nukleotids an Stelle 1303 der Coding
Sequenz des c-Kit Gens identifiziert.

Bei diesem SNP-Nukleotid kann es sich um Adenin oder Guanin handeln (Tab. 8). In
Tabelle 9 wird das Auftreten des SNP’s in Abhangigkeit des Tumorgrades und der
Tumormultiplizitat dargestelit.

Der Vergleich der Aminosaureabfolgen jedes vorkommenden Genotyps ergab, dass

es sich hierbei um eine stumme Mutation handelt.

Tab. 8: Genotypvariationen des Einzelnukleotid-Polymorphismus im Exon 8 der 70

kaninen Mastzelltumore

Genotyp Anzahl [n]
AA 31 (44,3%)
GG 20 (28,6%)
AG 19 (27,1%)

Die Auftrittshaufigkeit liegt immer bei 100%, d.h. einer der Genotypen (A, G, oder
A/G) des SNP’s kam in jeder Probe vor.

Tab. 9: Vorkommen des SNP im Exon 8 bei solitaren und multiplen MCT im Bezug
auf den histologischen Grad (n=70/74)

Anzahl [n]
Grad

Solitar Multipel

I n=25 13/13 12/12

[ n=20 10/10 10/10

[l n=25 19/19 6/6

4.3.3. Ergebnisse der Sequenzierung im Exon 9
Es waren 58 der 74 Proben vom Exon 9 auswertbar und 16 ergaben kein Resultat.
Im Exon 9 konnten unter den auswertbaren Proben keine Mutationen identifiziert

werden.
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4.3.4. Ergebnisse der Sequenzierung im Exon 11/12

Von insgesamt 74 im Exon 11/12 untersuchten Proben waren 40 auswertbar und 34
nicht auswertbar.

Im Verlauf der Untersuchungen konnten keine Deletionen oder Insertionen, jedoch
insgesamt drei DNS-Abschnittsduplikationen identifiziert werden.

Die erste Fall einer Duplikation (Abb. 6) trat bei einem neunjahrigen, mannlich
kastrierten Mischling mit einem 9,0 cm grof3en Mastzelltumor vom histologischen
Grad lll im Bereich des Kopfes auf. Immunhistologisch wurde ein c-Kit Muster 2
nachgewiesen.

In Abb. 6 ist eine Uberlagerung der Hauptsequenz (Primarbande) mit einer zweiten
Sequenz  (Sekundarbande) zu erkennen, was auf eine vorhandene
Tandemduplikation schlieBen lasst. Die Signalbanden verfugen Uuber eine

unterschiedlich groRe Signalintensitat.

Die Sequenzauswertung ergab, dass die identifizierte Mutation der bei Zemke et al.
(2002) beschriebenen Abschnittsduplikationen 1 (Dup1) entspricht, mit der
Ausnahme, dass die aktuell vorliegende Duplikation an ihrem Beginn um eine Base

und an ihrem Ende um vier Basen kurzer ist, als die Literaturangabe (siehe Abb. 3).

1 34 45 11

1435
1230
1025

: i Ui \MQ .11” l | . !l“d“* i

“ q & ,.J,w, “lh .‘._ ll .lh.n\

Abb. 6: Abschnittsduplikation im Exon 11 des c-Kit Gens eines Mastzelltumors eines

1435
1230
102

e

neunjahrigen, mannlich kastrierten Mischling

Legende:;, K: Guanin/Thymin, M: Adenin/Cytosin, R: Adenin/Guanin, S: Guanin/Cytosin, W:
Adenin/Thymin
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Der zweite Fall einer Abschnittsverdopplung (Abb. 7) trat bei einem mannlichen,
zwolfjahrigen Retriever mit einem 5,0 cm groRen Mastzelltumor vom histologischen
Grad IlIl im Bereich der Gliedmalen auf. Immunhistologisch wurde ein c-Kit Muster 3
nachgewiesen.

In Abb. 7 deutet die vorhandene Uberlagerung der Primarbande mit einem weiteren
leicht verschobenen DNS-Abschnitt bereits die Existenz einer Duplikation an. Die
Intensitat beider Sequenzbanden ist hier etwa gleich grof3. Die Auswertung ergab,
dass die vorhandene Abschnittsverdopplung der bei Zemke et al. (2002)
beschriebenen Abschnittsduplikationen 5 (Dup5) entspricht, mit der Ausnahme das
die aktuell vorliegende Duplikation um vier Basen an ihrem Beginn und um flnf

Basen an ihrem Ende kurzer ist als die Literaturangabe (siehe Abb. 3).

5

1 12 23 3 45

it i i

Abb. 7: Abschnittsduplikation im Exon 11 des c-Kit Gens eines Mastzelltumors eines
zwolfjahrigen, mannlichen Retrievers
Legende: siehe Abb. 6

Der dritte Fall einer DNS-Duplikation (Abb. 8) trat bei einem mannlichen,
siebenjahrigen Retriever mit einem 5,0 cm grofRen Mastzelltumor vom histologischen
Grad IIl im Bereich des Genitals auf. Immunhistologisch wurde ein c-Kit Muster 2

nachgewiesen.
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Abb. 8: Abschnittsduplikation im Exon 11 des c-Kit Gens eines Mastzelltumors eines

siebenjahrigen, mannlichen Retrievers
Legende: siehe Abb. 6

Die Intensitdt beider Signalbanden ist auch hier etwa gleich grof3. Die
Sequenzanalyse ergab, dass es sich bei dieser Tandemduplikation um die bei
Zemke et al. (2002) beschriebene Abschnittsduplikationen 6 (Dup6) handelt (siehe
Abb. 3). Eine Abweichung der Mutationsldange vom aktuellen zum Literatur-
referenzfall am Verdopplungsanfang oder -ende liegt nicht vor.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nur in 7,7% der auswertbaren
Proben des Exons 11/12 eine biologisch relevante Mutation nachweisbar war (Tab.
10).

Tab. 10: Vorkommen der Tandemduplikation im Exon 11 / Intron 11 im Bezug auf die
Multiplizitat und den histologischen Grad der im Exon 11/12 auswertbaren
Mastzelltumore (n=40/74)

Grad Solitar Multipel
(Grad | n=8, Grad Il n=4, Grad Ill n=10) | (Grad | n=7, Grad Il n=9, Grad |l n=3)
In=15
[1n=12
ln=13 3/10

Es konnten keine signifikanten Unterschiede beim Auftreten der Duplikationen
zwischen den Tumorgraden innerhalb der solitaren und innerhalb der multiplen

Tumore ausgemacht werden. Zudem konnten ebenfalls keine signifikanten
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Unterschiede beim Auftreten der Duplikationen zwischen den solitdren und den

multiplen Tumoren innerhalb eines Tumorgrades nachgewiesen werden.

Neben den in erster Linie interessanten Abschnittsverdopplungen konnten zudem
mehrere SNP’s festgestellt werden. Die Polymorphismen traten dabei sowohl im
Intron 10 und 11, sowie im Exon 11 auf. Alle SNP’s wurden in Anlehnung an die
Studie von Zemke et al. (2002) untersucht, identifiziert und nummeriert.

Far die Bestimmung der exakten Lokalisation des SNP6, der als einziger im
expressionsrelevanten Exon 11 vorkommt, wurde die c-Kit coding Sequenz des
NCBI (NM_001003181.1) verwendet. In der coding Sequenz sind ausschlielich die
letztendlich expressionsrelevanten Anteile des c-Kit Gens aufgefuhrt.

Eine Positionsbestimmung der Intron Basenpolymorphismen wurde aufgrund ihrer
biologischen Relevanz nicht vorgenommen.

Die SNP’'s 2, 3, 5 und 6 werden im Folgenden in einer Tabelle (Tab. 13)
zusammengefasst, da sie aus den gleichen Nukleotiden bzw. Genotypvariationen
bestehen.

Es ist mdglich, dass mehrere bzw. alle SNP’s im gleichen Tumor auftreten, weshalb
die Gesamtzahl der SNP’s grofer ist als die Anzahl der untersuchten Neoplasien.
Wie Tabelle 11 zeigt, konnen als Basen des SNP 1, im Intron 10 des c-Kit Gens,

Guanin, Adenin, sowie heterozygote Varianten vorkommen.

Tab. 11: Genotypverteilung des SNP 1 im Intron 10

Genotyp Haufigkeit [n]
AA 7 (17,9%)
GG 19 (48,7%)
AG 5(12,8%)

Sequenz an dieser Stelle

nicht auswertbar 8 (20,5%)

Neben diesem Polymorphismus konnte im Intron 11 eine weitere Einzelnukleotid-
substitution identifiziert werden. Diese liegt zwischen dem dritten und funften SNP
und wird als SNP 4 bezeichnet. Wie Tabelle 12 zeigt, kann es sich beim Genotyp
dieses SNP‘s sowohl um Thymin, Guanin, oder die heterozygote Mischform der
beiden handeln. In Tabelle 12 wird ebenfalls die Haufigkeit der aufgetretenen
Substitutionen fur SNP4 aufgefihrt.
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Tab. 12: Genotypverteilung des SNP 4 im Intron 11

Nukleotide | Auftrittshaufigkeit [n]

GG 19 (48,7%)
TT 10 (25,6%)
GT 10 (25,7%)

Die SNP’s zwei, drei und funf treten alle im Intron 11 auf. Bei den Genotypen des
zweiten, dritten und funften SNP’s kann es sich um Tyrosin, Cytosin, sowie
heterozygote Mischformen handeln (Tab. 13).

Der sechste identifizierte SNP befindet sich als einzige der nachgewiesenen
Basenvariationen im Exon 11. Hier konnten sowohl Formen mit Cytosin, Thymin,
sowie Formen mit heterozygotem Genotyp nachgewiesen werden (Tab. 13).

Dieser SNP befindet sich an 1759. Stelle der c-Kit coding Sequenz.

Tab. 13: Genotypverteilung der SNP’s 2, 3, 5 und 6 im Intron 11, sowie im Exon 11

der untersuchten Mastzelltumore

Anzahl [n]
Nukleotide
SNP2 SNP3 SNP5 SNP 6
cC 19 (48,7%) | 19(48,7%) | 12(30,8%) | 24 (61,5%)
1T 7(17,9%) 10 (25,6%) 2 (5,1%) 5(12,8%)
CT 13(33,3%) | 10(25,7%) 8 (20,5%) 7(17,9%)
Sequenz an dieser
Stelle nicht auswertbar 17(43,6%) 3(7.7%)

AbschlieRend wurde in Tab. 14 eine Gegenuberstellung aller SNP Mutationen Exons
11/12 zum histologischen Grad und der Multiplizitdt des zugehdrigen Tumors
vorgenommen. Zudem erfolgte in Tab. 15 eine Gegenuberstellung der Mutationen
zur Rasse des betroffenen Hundes.

Beide Auswertungen dienten der Untersuchung der Fragestellung, ob Mutationen
allgemein, also unabhangig von ihrem jeweiligen Genotyp, haufiger in solitaren oder
multiplen Tumoren eines bestimmten Grades, oder vermehrt bei bestimmten

Hunderassen auftreten.
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Es konnten keine signifikanten Unterschiede beim Auftreten der 6 SNP's zwischen
den Tumorgraden innerhalb der solitaren und innerhalb der multiplen Tumore
identifiziert werden.

Weiterhin existieren auch keine signifikante Unterschiede beim Auftreten der 6 SNP's
zwischen den solitaren und multiplen Tumoren innerhalb eines Tumorgrades (d.h.
zwischen SNP1 solitar zu SNP1 multipel, SNP2 solitar zu SNP2 multipel, usw.).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede beim Auftreten der 6 SNP's,
unabhangig vom jeweiligen Genotyp, zwischen den einzelnen Hunderassen

nachgewiesen werden.
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Tab. 14: Haufigkeit der SNP‘s (unabhangig vom Genotyp) im Intron 10 / Exon 11 / Intron 11 im Bezug auf die Multiplizitat
histologischen Grad des zugehorigen Mastzelltumors unter den fur das Exon 11/12 auswertbaren Proben (n=40/74)

und den

Solitér (Grad | n=8, Grad Il n=4, Grad lll n=10) Multipel (Grad | n=7, Grad Il n=9, Grad Il n=3)
Srad SNP 1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP 1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6
[ n=15 6/8 8/8 8/8 8/8 8/8 718 6/7 i 7 i 27 6/7
[l n=12 2/4 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4 6/9 9/9 9/9 9/9 39 9/9
l'n=13 8/10 910 910 910 4/10 8/10 33 33 313 33 313 33

Tab. 15: Haufigkeit der SNP‘s (unabhangig vom Genotyp) im Intron 10 / Exon 11 / Intron 11 im Bezug auf die Hunderasse fur alle
Hunde mit bekannter Rasse (n=67/74)

Anzahl
Rasse
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6
Retriever n=10 3110 4/10 4/10 4/10 2110 4/10
Terrier n=8 6/8 6/8 6/8 6/8 3/8 6/8
Boxer n=6 5/6 5/6 5/6 5/6 2/6 5/6
Berner Sennehund n=4 2/4 2/4 2/4 2/4 1/4 2/4
Weimaraner n=3 113 113 113 113 113
Pinscher n=2 12 12 112 12 112 112
Rhodesian Ridgeback n=2 112 2/2 212 2/2 12 212
Mischlinge n=16 7116 10/16 10/16 10/16 7116 10/16
Sonstige n=15 4/15 5/15 5/15 5/15 4/15 4/15
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die bisherigen Untersuchungsergebnisse zu
Mastzellneoplasien am eigenen Tiergut zu Uberprifen und einen Bezug zwischen
den c-Kit Mutationen, dem histologischem Tumorgrad, sowie der Immunhistologie
des c-Kit herzustellen. Es wurden multiple Mastzellneoplasien in die Untersuchungen
mit einbezogen, um zu untersuchen, ob diese haufiger von Mutationen betroffen sind

als solitare MCT.

5.1. Alters-, Rassen- und Geschlechtsverteilung im Tiergut

Sowohl Alters-, Rassen- und Geschlechtsverteilung der in dieser Studie untersuchten
Hunde stimmen mit den in der Literatur genannten Daten uberein. Das mittlere Alter
fur Hunde mit MCT’s wird mit 8 bis 14 Jahren angegeben (Kiupel et al., 2011;
London & Seguin, 2003; O’Keefe, 1990; Patnaik et al., 1984) und liegt in der
aktuellen Studie mit einem Mittelwert 9 £ 2,7 Jahren in einem vergleichbaren Bereich.
Als besonders dispositionierte Rassen fur MCT werden in der Literatur Boxer,
Terrier, Sennenhunde, Labradore und Golden Retriever, Schnauzer, Shar Peis und
weitere genannt (Kiupel et al., 2010; Marconato et al., 2008; London & Seguin,
2003). In der eigenen Studie waren ebenfalls am haufigsten Boxer, Retriever,
Sennenhunde und Terrier betroffen.

Es konnte, in Ubereinstimmung mit bisherigen Studien, keine Geschlechts-

disposition festgestellt werden.

5.2. Diskussion der genetischen Ergebnisse

Die mit Abstand wichtigste Beobachtung, die aus den eigenen Forschungsresultaten
hervorgeht ist, dass die in der Literatur beschriebenen Duplikationen, Deletionen und
Insertionen nur in sehr geringer Zahl oder gar nicht im eigenen Untersuchungsgut
aufgetreten sind.

Die prozentuale Haufigkeit der Tandemduplikationen im Exon 11 weicht stark von
den GroRRenordnungen vergangener Studien (Letard et al., 2008; Webster et al.,
2006 b; Downing et al., 2002; Zemke et al., 2002; London et al., 1999) ab. Die
durchschnittliche Haufigkeit der Abschnittsduplikationen liegt in den genannten
Studien bei 25,1%, im aktuellen Fall liegt sie nur bei 7,5%. Die beschriebenen

Deletionen und Insertionen (Letard et al., 2008; Ohmori et al., 2008; Webster et al.,
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2006 a; Webster et al., 2006 b; Downing et al., 2002; Zemke et al., 2002; London et
al., 1999) kamen im aktuellen Untersuchungsgut gar nicht vor.

Es wurde erwartet, dass diese aktivierenden Mutationen besonders in den multiplen
Tumorformen in erhéhtem Male zu beobachten sind. Jedoch traten die drei aktuell
identifizierten Tandemduplikationen ausschlielich in solitdren Grad Ill Neoplasien
auf. Somit kommen die Entartungen ausschliellich in schlecht differenzierten
Tumoren vor, treten aber viel seltener auf als bisher beschrieben.

Der Einfluss Rezeptor-autoaktivierender Mutationen kann somit aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse nicht geklart werden. Die Zahl der aufgetretenen
Mutationen ist zu gering, um eine allein darauf basierende Aussage Uber die
Beeinflussung der Zellhistologie zu treffen. In Kombination mit den Resultaten
vergangener Studien (Letard et al., 2008; Webster et al., 2006 b; Downing et al.,
2002; Zemke et al., 2002; London et al., 1999) ist es hingegen mdglich, einen
direkten Bezug zum histologischen Grad der Tumorzellen herzustellen. Die
Auswertung der zuvor genannten Arbeiten zeigt deutlich, dass Tandemduplikationen
konstant in schlecht differenzierten (Grad Il und Ill) solitaren MCT vorkommen. Da
auch die Verdopplungen der aktuellen Studie ausschliel3lich in solitaren Grad Il
Neoplasien auftraten, scheint ein noch nicht geklarter Zusammenhang zwischen
aktivierenden Mutationen und dem Entartungsgrad einzeln auftretender Tumore
evident zu sein.

Eine Verbindung zwischen den DNS-Veranderungen und einer erhodhten
Tumormultiplizitat kann jedoch aus den gesamten Forschungsdaten nicht hergestellt
werden, zumal in allen bislang durchgefuhrten Forschungsarbeiten nur solitare
Neoplasien als Ausgangsmaterial verwendet wurden und in der eigenen Studie nur
solitare Tumore von dieser Erbgutveranderung betroffen sind.

Somit scheinen die Mutationen nicht die primare Ursache fur die Entwicklung von
hohergradigen, multiplen oder rassespezifischen Mastzellneoplasien zu sein, sie
konnten jedoch aktuell noch unbekannte Auswirkungen auf das Verhalten von
Mastzelltumoren haben.

Aufgrund dieser Erkenntnisse muss davon ausgegangen werden, dass auch
mutationsunabhangige oder sekundare Effekte Einfluss auf die Entstehung und den
histologischen Grad multipler Tumore nehmen konnen. Bereits in der Studie von

Ohmori et al. (2008) wurden mutationsunabhangige Aktivierungen solitarer
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Mastzellneoplasien diskutiert. So kdnnte die Expression anderer Rezeptoren an der
Zelloberflache ein entscheidender Faktor zur Losung dieser Frage sein.

Im Exon 8 (Letard et al., 2008) konnte der zuvor beschriebene SNP auch im
vorliegenden Untersuchungsgut nachgewiesen werden, was auch fir die SNP’s in
den Introns 10, 11 sowie im Exon 11 (Zemke et al., 2002) gilt.

Da der SNP im Exon 8 in jeder der untersuchbaren Proben auftrat, ist davon
auszugehen, dass es sich um eine naturlich vorkommende Basenvariation handelt.
Im Exon 9 konnten keine Mutationen nachgewiesen werden, was an dieser Stelle
eine Diskrepanz zu vergangenen Forschungsergebnissen (Letard et al., 2008)

darstellt. Dort wurde zuvor ein Einzelnukleotidpolymorphismus im Exon 9 entdeckt.

5.3. Diskussion der verwendeten Methoden im Bezug auf die
Probenauswertbarkeit
Im Rahmen der Untersuchungen ist deutlich geworden, dass eine besonders hohe
Zahl nicht auswertbarer Proben bei Untersuchungen des Exons 11/12 aufgetreten
ist. 34 von 74 Proben (45,9%) waren an dieser Stelle nicht auswertbar. Unter den
verbleibenden 40 Proben (54,1%) waren bei sechs untersuchten SNP‘s pro Probe
weitere 28 Sequenzen (11,6%) nicht an allen Stellen auswertbar. Diese Tatsache
steht im Gegensatz zu den Untersuchungen innerhalb der dbrigen Exonabschnitte.
Im Exon 8 waren lediglich 4 von 74 Proben (5,4%) nicht auswertbar, im Exon 9 lag
die Quote der nicht analysierbaren DNS Sequenzen bei 16 von 74 Proben (21,6%).
In beiden Exons waren unter den auswertbaren Proben alle Sequenzen an jeder
Stelle der Sequenz analysierbar. Somit muss der Einfluss eventueller Fehlerquellen
hinsichtlich der Probenauswertbarkeit naher eruiert werden.
Die erste Fehlerquelle, die diskutiert werden muss, sind PCR-inhibierend wirkende
Ruckstande, wie z.B. Formalin aus der Probenkonservierung. Formalin stort nicht nur
den Ablauf der PCR-Reaktion, sondern kann das Probenerbgut regelrecht
zerschneiden (Koshiba et al., 1993). Ist die DNS zu sehr angegriffen und
aufgestickelt, konnen die Primer nicht bzw. nicht an den korrekten Stellen binden. In
diesem Fall wirden keine oder falsche Genabschnitte amplifiziert. Beides wirde die
spateren Analysenverfahren massiv beeinflussen.
Aufgrund dessen konnte sich die Effektivitat der PCR extrem gemindert haben.
Um einen negativen Einfluss auf den Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion zu

minimieren, wurden negative PCR Ergebnisse mit einer 1:10 verdinnten Ausgangs-
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DNS in einem Wiederholungslauf nochmals einer Amplifikation unterzogen. Durch
die Verdlinnung sollten mdgliche Inhibitorenrickstande soweit eliminiert werden,
dass sie die Reaktion nicht mehr behindern konnten (Frank et al., 1996).

Zeigte sich nach mehreren Durchlaufen und trotz DNS-Verdinnung weiterhin kein
positives Ergebnis, musste davon ausgegangen werden, dass die DNS fir
Analysenzwecke zu stark vom Formalin beschadigt war.

In solchen Fallen wurde komplett neue DNS aus dem archivierten Paraffinmaterial
gewonnen und fur die folgenden Wiederholungslaufe verwendet. Oftmals zeigten die
Wiederholungslaufe nach diesen Vorgehensweisen ein positives Resultat.

In Rahmen dieser Uberlegungen muss auch die Effektivitat der PCR in Frage gestellt
werden. Die Effektivitat differiert jeweils fur die Polymerase-Kettenreaktion jedes
einzelnen Exons und hangt u.a. auch von den genannten Ruckstanden, den
verwendeten Primern und der Zusammensetzung des verwendeten Mastermixes ab
(Ihmann, 2004).

Obwohl der PCR Mastermix fur die vorliegenden Reaktionen optimiert wurde, kdnnen
dennoch Abweichungen in der Zusammensetzung beim Ansetzen des Mastermixes
aufgetreten sein. So kénnten Fremdsubstanzen, wie z.B. Salze, die Polymerase-
Kettenreaktion empfindlich gestért haben (Ihmann, 2004).

Die PCR-Effektivitat ist somit ein Faktor, der einen hochstwahrscheinlich grof3en
negativen Einfluss auf die gesamten Untersuchungen hatte.

Im nachsten Schritt rickt die Gelelektrophorese in den naheren Fokus der
Problemdiskussion. Wie bereits in den Ergebnissen erwahnt, konnten bei einigen
Proben keine Sequenziererfolge verzeichnet werden, bei denen aber zuvor die
Gelelektrophorese ein positives PCR-Produkt zeigte.

Dies war bei 21 von 35 der im Exon11/12 und bei 11 von 16 der im Exon 9 nicht
analysierbaren Proben der Fall. Im Exon 8 trat das Phanomen bei vier Proben auf.
Somit ergibt sich die Frage, ob nun die Elektrophorese an sich fehlerbehaftet ist,
oder ob die Fehler im Analysenverfahren in der Sequenzierung auftraten. Die
Verfahren beider Methoden mussen naher beleuchtet werden.

Die elektrophoretische Trennung der DNS funktioniert anhand der spezifischen
GroRe und damit auch anhand des spezifischen Gewichtes jedes untersuchten
Abschnittes. Die Wahrscheinlichkeit einer moglichen Fehlerquelle in der

Elektrophorese ist als eher gering einzustufen.
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Wurde die DNS durch das Formalin in Sticke ahnlicher oder gleicher Lange wie die
des zu untersuchenden Abschnitts zerschnitten, so hatten diese unspezifischen
Abschnitte trotzdem keinen Einfluss auf das Elektrophoreseergebnis. Die
entsprechenden Abschnitte waren im Rahmen der PCR nicht amplifiziert worden und
waren somit nur in sehr geringer Konzentration im PCR Produkt vorhanden.
Aufgrund der geringen Konzentration ist es unwahrscheinlich, dass derart
unspezifische DNS Stucke als sichtbare Banden auf dem Elektrophoresegel
aufgetreten waren. Deshalb hat dieser Fehler keinen Einfluss auf die Ausfallraten
wahrend der Untersuchungen und somit auch nicht auf die letztendlichen
Untersuchungsergebnisse.

Der Gelfarbstoff war Uber die Dauer der gesamten Untersuchungen funktionsfahig.
Selbst wenn eine Gelanalyse kein positives PCR-Resultat einer DNS-Probe an der
gewulnschten Position aufwies, waren die verwaschenen Anteile fremder DNS
Uberreste angefarbt. Der Elektrophoresefarbstoff hat ebenfalls keinen weiteren
Einfluss auf die letztendliche Auswertung, da nur ein geringer Teil der PCR-Produkte
fur eine Gelanalyse verwendet wird und der grofdte Teil der positiven PCR-
Ergebnisse unberiuhrt zur Sequenzierung kommen. Somit kann der Gelfarbstoff fur
die weitere Fehlersuche ausgeschlossen werden.

Als nachster Schritt in der Methodenabfolge mussen Fehler wahrend der
Sequenzierung genauer diskutiert werden. Hier scheint eine besonders grofe
Fehlerquelle zu sitzen, da viele Proben zwar in der Polymerase-Kettenreaktion
Jfunktioniert haben, aber nach der Sequenzierung unbrauchbar waren. Da eine
Sequenzierung im Grundprinzip der DNS-Replikation der PCR gleicht kdnnen hier
die gleichen Storeinflisse die Reaktion negativ beeinflusst haben.

So liegen die hierfur verantwortlichen Grinde wahrscheinlich in:

1) vorhandenen Formalinriickstanden die sich in der PCR gehalten haben

2) Uberresten der verwendeten Primer

3) negativen Einflissen freier fluoreszenzmarkierter Basen

4) Fehlern wahrend der Aufreinigung

5) Fehlern wahrend der DNS Amplifikation im Rahmen der PCR

Zur teilweisen oder vollstandigen Inhibierung einer Sequenzierung reichen bereits
geringe Inhibitorkonzentrationen aus.

Uberreste der PCR Primer wéahrend der Sequenzierung kénnten die Reaktion

ebenfalls empfindlich gestort haben (lhmann, 2004). Fir die Sequenzierung wird
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erneut einer der PCR Primer als Anknupfungspunkt fir die farbstoffmarkierten
Nukleotide bendtigt. Im Idealfall ist in der Sequenzierung nur der Exon Forward oder
der Exon Reverse Primer vorhanden. Eine DNS Amoplifikation fande somit nur in eine
Richtung statt. Sind allerdings Restbestande des zweiten Primers aus der PCR in
grolkeren Mengen vorhanden, findet die Amplifikation nicht nur in die gewlnschte,
sondern auch in die Gegenrichtung statt. Die Folge dieses Vorganges ware, dass
man zwei unterschiedliche Sequenzen gleicher Lange erhalten wirde, deren Signal
sich in der spateren Auswertung Uberlagert. Bedingt durch die entgegengesetzte
Reproduktionsrichtung der Abschnitte entsteht eine unterschiedliche Basenabfolge
der sich uUberlagernden Sequenzen. Somit ware es madglich, dass die interessanten
Genabschnitte betroffener Sequenzierungsprodukte nicht oder nicht korrekt
analysierbar waren (lhmann, 2004).

Auch die freien farbstoffmarkierten Nukleotide (ANTPS) kénnten hierbei eine Rolle
spielen (Ihmann, 2004). Es kann sein, dass zufallige Verbindungen einzelner Basen
zu kleineren Sequenzgruppen die DNS-Auswertung storen. Aullerdem sind
Hemmungsvorgange denkbar, die eintreten, wenn die Konzentration der freien
Fluoreszenznuklide zu hoch ist (Ilhmann, 2004). In solchen Fallen kann die
automatische Bestimmung der richtigen Basenabfolge gestért sein. Passiert so
etwas in grolerem Umfang, ist der Eindruck moglich, dass sich vorhandene
Mutationen an Stellen befinden, an denen sich tatsachlich keine Veranderungen
vorliegen. Deshalb sollte der Anteil relevanter Sequenzen in den
Sequenzierungsprodukten mdglichst hoch sein, um eine maximale Unterdriickung
der Storsignale zu erreichen.

Zudem konnen hier auch Faktoren auf die Methodenerfolgsquote einwirken, die sich
aus den Komponenten des verwendeten Sequenzierkits und dem Vorgehen wahrend
der Sequenzierung ergeben. So werden zur Aufreinigung der Proben mehrere
Reinigungsschritte unter Verwendung spezieller Probensaulen angewendet. Hier
konnen u.a. das Kitmaterial, Verunreinigungen des Testkits oder Verunreinigungen
durch  Fehler beim  Pipettieren erhebliche  Auswirkungen auf das
Untersuchungsmaterial haben (Bessetti, 2007; Ihmann, 2004). Gelangen z.B.
unspezifische DNS Polymerasen an die Untersuchungssequenzen, werden diese
beschadigt oder ganz aufgeldst. Wird beim Pipettieren nicht die komplette Probe auf
dem Saulenfiltereinsatz platziert, konnten ebenfalls Fremdfaktoren die gesamte

Reaktion storen.
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Die Anwendung des Genetic Analyzers zur Darstellung der DNS Sequenzen gibt
zudem einen weiteren Hinweis darauf, welcher Faktor die Probenauswertbarkeit
ebenfalls gemindert haben konnte.

Viele der erhaltenen DNS-Abschnittsdarstellungen waren an einzelnen Stellen oder
teilweise Uber groRere Abschnitte nicht auswertbar, d.h. dort haben die
Farbstoffmarker nicht korrekt an die untersuchte DNS Sequenz gebunden. Da die
Farbstoffe an Stellen direkt vor und nach den betroffenen Stellen richtig funktioniert
haben, ist eine spontane punktuelle Dysfunktion der Marker auszuschlielen. Es
bleibt nur die Moglichkeit, dass an dieser Stelle keine korrekte DNS-Amplifikation im
Rahmen der PCR stattgefunden hat.

Somit musste entweder der verwendete PCR Mastermix (Bessetti, 2007; Ihmann,
2004) und das eingesetzte PCR Temperaturprofil hinsichtlich ihrer Effektivitat, oder
die PCR Primer im Hinblick auf ihre Spezifitat und Qualitadt Gberprift werden
(Ihmann, 2004).

Diese Faktoren hatten eine Verschlechterung der DNS Ausbeute in der PCR und
damit auch das Auftreten punktueller ,Sequenzschaden® zur Folge gehabit.

Aufgrund der angefiihrten Uberlegungen liegen reine Methodikfehler, wie z.B. die
Verwendung falscher Analysenverfahren in den eigenen Untersuchungen, nicht vor.
Dennoch konnten die Methoden durch Einflisse wie z.B. Inhibitorenrickstande,
mangelnder Primerqualitdt, oder der unterschiedlichen PCR-Effektivitat gestort
worden sein. Das wirde auch die Schwankungen der Ausfallraten erklaren (Bessetti,
2007; Ihmann, 2004).

Die aus den angefuhrten Punkten resultierenden Verbesserungsvorschlage waren
somit die Verwendung ausschlieBlich nativer Gewebeproben zur DNS Extraktion, um
Inhibitoreneinflisse komplett auszuschlielen und damit auch den Effektivitatsgrad
der PCR und der Sequenzierung anzuheben

Die Verwendung unfixierter Gewebeproben wurde wahrscheinlich die Auswertbarkeit

und damit die Erfolgsquote der Untersuchungen insgesamt erheblich steigern.
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5.4. Schlussfolgerungen
Alle bisherigen Untersuchungen fanden, bis auf zwei Ausnahmen (Letard et al.,
2008; Ohmori et al., 2008), ausschlieBlich in den USA statt (siehe Tab. 4), wobei
lediglich in der Studie von Letard et al. (2008) ebenfalls Hunde aus Europa
(Frankreich) mit in das Untersuchungsgut einbezogen wurden. Somit treffen alle
bislang gemachten Aussagen zur Haufigkeit von kaninen c-Kit Mutationen praktisch
nur auf Hunde aus den USA zu, wohingegen die aktuellen Ergebnisse erstmals
einen Einblick in die c-Kit Genetik rein europaischen Tierguts bieten.
Die abschlieliende Auswertung der Ergebnisse der vorkommenden Mutationsarten
sowie der Mutationshaufigkeit der c-Kit DNS-Veranderungen legt nahe, dass
moglicherweise eine Artenvarianz zwischen amerikanischen und europaischen
Hunden der gleichen Rassen vorliegt.
Die Existenz einer solchen Varianz kann mit dieser Studie jedoch nicht abschliel3end
verifiziert werden und sollte deshalb Ziel kiinftiger Untersuchungen werden.
Basierend auf den vorliegenden genetischen Ergebnissen zur biologischen Relevanz
der verschiedenen Mutationen kann davon ausgegangen werden, dass nur
Deletionen, Insertionen und Duplikationen in der c¢-Kit DNS des
Tyrosinkinaserezeptors in einem Zusammenhang mit der Entartung von Mastzellen
stehen. Es ist zwar auffallig, dass alle drei Abschnittsverdopplungen innerhalb der
zehn auswertbaren solitaren Grad Ill Neoplasien aufgetreten sind, aber es besteht
dennoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang.
Die fur den histologischen Grad der Mastzellen verantwortlichen Vorgange scheinen
noch nicht vollstdandig verstanden worden =zu sein, weshalb zukunftige
Forschungsvorhaben an die SchlieRung dieser Verstandnisllicke anknlupfen sollten.
Teile der Ergebnisse wurden in folgenden Journalen publiziert und auf folgenden
Veranstaltungen vorgetragen:
1. Aupperle H, A Kehl, T Irrgang, C Laik, G Loesenbeck (2011)

Neue diagnostische Aspekte bei kaninen Mastzelltumoren — ein Uberblick zur

aktuelle Studienlage.

Kleintier Konkret, S1:44-48.
2. Aupperle H, A Kehl, T Irrgang, C Laik, G Loesenbeck (2011)

Prognosestellung beim kaninen Mastzelltumor: Welche histologischen und

immunhistologischen Aspekte sind hilfreich?

Arbeitstagung ,,Onkologie” der Deutschen Gesellschaft fur Kleintiermedizin der
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DVG, 11.-13.02.2011 in Hofheim
Tagungsband S. 10-15

3. Aupperle H, A Kehl, T Irrgang, C Laik, G Loesenbeck (2011)
Immunhistologische und molekularbiologische Untersuchungen an kaninen
Mastzelltumoren.
54. Jahrestagung der Fachgruppe Pathologie der DVG 11.-13.03.2011 in Fulda
Tierarztl Prax (G), V30, S. A
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6. Zusammenfassung der Arbeit

Hintergrund: Mastzelltumore stellen eine der haufigsten Tumore beim Hund dar.
Die fur die Entartung vermutlich verantwortlichen Mutationen treten bei Hunden
besonders in den Exons 8, 9, sowie 11/12 des c-Kit Gens auf. Besonders
Insertionen, Deletionen und Duplikationen im Exon11/12 stehen im Verdacht
Entartungen hervorzurufen. Es scheint zwar ein Zusammenhang zwischen diesen
Mutationen und dem histologischen Grad von Mastzellneoplasien zu bestehen, aber
bislang wurde keine Verknupfung zwischen den DNS-Veranderungen und der c-Kit

Immunhistologie, sowie der Multiplizitat der Tumore hergestellt.

Methoden: Fur die aktuelle Studie wurden 74 Hunde untersucht. Es wurden
genetische Analysen fur die Exons 8, 9, 11/12 jedes Hundes durchgefihrt. Fur die
Untersuchungen wurde genomische DNS aus formalinfixierten bzw. paraffinierten
Gewebeproben gewonnen. Die so gewonnene DNS wurde mittels PCR amplifiziert

und einer Auswertung mittels Sequenzierung unterzogen.

Resultate: Es traten insgesamt 43 solitare und 31 multiple Tumore auf. Die
histologische Graduierung der Proben ergab 26 Grad |, 23 Grad Il und 25 Grad Il
Neoplasien. Es konnten unter allen untersuchten Hunden lediglich nur drei
Duplikationen (7,5%) im Exon 11/12 festgestellt werden. Alle identifizierten
Abschnittsverdopplungen fanden sich ausschlieRlich in solitaren Grad Il Tumoren.
Es konnten keine Insertionen oder Deletionen nachgewiesen werden. Weiterhin
wurden ein Einzelnukleotidpolymorphismus im Exon 8 und sechs weitere

Polymorphismen im Exon11/12 identifiziert.

Schlussfolgerungen: Es konnte kein Zusammenhang zwischen c-Kit Mutationen
und der Multiplizitdt der Tumore nachgewiesen werden. Die Studienergebnisse
lassen weiterhin eine Artenvarianz zwischen amerikanischen und europaischen

Hunden vermuten.
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Gelelektrophorese

High power field, Gesichtsfeld unter Verwendung eines 40er Objektivs
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Internal Tandem Duplication, Tandemduplikationen
Juxtamembranose Domane
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Laser Capture Microdissection, Laser-Mikrodissektion
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Mast cell tumor, Mastzelltumor

Insertion von Nukleotidposition x bis y
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Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
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TDY
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™
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w
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Y

Thymin

Tandem Duplikation von Nukleotidposition x bis y
Tyrosinkinasedomane Abschnitt 1 (ATP Bindungsstelle)
Tyrosinkinasedomane Abschnitt 2 (Phosphotransferasedomane)
Transmembranése Domane
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Adenin/Thymin

Western Blot

Cytosin/Thymin
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Abb. 6: Abschnittsduplikation im Exon 11 des c-Kit Gens eines Mastzelltumors eines
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