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1 Einleitung

Kutane Mastzelltumoren (MZT) gehéren zu den haufigsten Hauttumoren des Hundes. Je
nach histologischer Klassifikation werden zwei bzw. drei verschiedene Grade unterschieden.
Dabei weisen die jeweils geringer-gradigen MZT (Grad 1 bzw. low-grade MZT) ein eher
gutartiges biologisches Verhalten auf, das durch ein expansives Wachstum charakterisiert
ist. Grad 3 bzw. high-grade MZT sind hingegen durch ein infiltratives Wachstum
gekennzeichnet und die Hunde weisen auf Grund von Metastasen und Rezidiven eine stark
reduzierte Uberlebenszeit auf.

Trotz intensiver Forschung konnte bislang nicht entschlisselt werden, welche
Veranderungen auf molekularbiologischer Ebene dieses unterschiedliche klinische Verhalten
verursachen. Im Fokus stand lange der Stammzellfaktor-Rezeptor KIT, der im Falle von
bestimmten Mutationen im Protoonkogen c-kit autophosphoryliert und nachfolgend
Liganden-unabhé&ngig aktiviert wird. Dies fuhrt entsprechend den Effekten des unverénderten
Rezeptorsystems zu einer gesteigerten Zellproliferation, Migration und unterdriickten
Apoptose der mutierten Mastzellen. Allerdings konnten verschiedene unabhangige
Untersuchungen nur bei etwa 12 % aller MZT bzw. 40 % der Grad 3 MZT Mutationen im
Protoonkogen c-kit identifizieren. Somit bleibt die Frage offen, welche molekularbiologischen
Veranderungen zum aggressiven Verhalten der hochmalignen Grad 3 Tumoren flhren.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, mittels einer globalen, explorativen Analyse des
Proteinexpressionsprofils von MZT mit unterschiedlichem histologischen Grad bzw.
unterschiedlichem c-kit-Mutationsstatus, Hinweise auf die molekularbiologischen Ursachen
fir das klinische Verhalten der Tumoren und die Auswirkungen von c-kit-Mutationen zu
erhalten. Die so gewonnenen Kenntnisse kénnten sowohl zur weiteren Entschlisselung der
Karzinogenese kaniner kutaner Mastzelltumoren beitragen, als auch Anhaltspunkte flr neue
Therapiestrategien liefern.
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1.1 Hintergrund
1.1.1 Epidemiologie der Mastzelltumoren

Da etwa 7-21 % aller kaninen Hauttumoren als kutane Mastzelltumoren (MZT) diagnostiziert
werden, stellt diese Neoplasie den haufigsten Hauttumor des Hundes dar (Brodey, 1970;
Finnie and Bostock, 1979; Priester, 1973; Rothwell et al., 1987). Laut einer englischen Studie
aus dem Jahr 2002 werden jahrlich etwa 129 MZT pro 100.000 Hunde diagnostiziert
(Dobson et al., 2002). Dabei liegt das Durchschnittsalter zwischen 7,5 und 9 Jahren, auch
wenn in Einzelféllen MZT bei Jungtieren diagnostiziert wurden. Eine Geschlechtsdisposition
konnte bislang nicht sicher nachgewiesen werden. Dagegen fand sich eine besondere
Rassedisposition fur Boxer, Boston- und Bull-Terrier sowie Labrador Retriever (Bostock,
1973; Cook, 1969; Head, 1958; Hottendorf and Nielsen, 1969; Nielsen and Cole, 1958).

1.1.2 Makroskopisches Erscheinungsbild

Im Allgemeinen findet sich die Uberwiegende Mehrheit von MZT als solitare
Umfangsvermehrungen am Rumpf, gefolgt von den GliedmaBen und dem Kopf-Hals-Bereich
(Bostock, 1973; Brodey, 1970; Rabanal and Ferrer, 2002). Bei den pradisponierten Rassen
scheinen die HintergliedmaBen vermehrt betroffen zu sein (Baker-Gabb et al., 2003). In etwa
10 % der Falle kdnnen auch primar multiple MZT beobachtet werden (Conroy, 1983;
Hottendorf and Nielsen, 1967; Mullins et al., 2006; Rabanal and Ferrer, 2002).

Makroskopisch fallen MZT in erster Linie als unspezifische, in der Regel haarlose, kutane
Umfangsvermehrungen auf, die jedoch in Abhangigkeit ihrer gespeicherten und freigesetzten
Mediatoren eine édematése Schwellung und Entziindung des umliegenden Gewebes
verursachen kénnen. Diese Wirkungen kénnen zum Teil auch sehr plétzlich durch die reine
Manipulation der Umfangsvermehrung und nachfolgende Degranulation der Tumorzellen
hervorgerufen werden (so genannte ,Darier Zeichen®). So fUhrt Histamin beispielsweise zu
einer Vasodilatation und einer gesteigerten GefaBpermeabilitat, wahrend ECF und NCF als
Eosinophilen- bzw. Neutrophilen-chemotaktische Faktoren wirken (Rabanal and Ferrer,
2002; Thamm and Vail, 2007). Histamin kann des Weiteren Uber eine Histamin-2-Rezeptor-
vermittelte Steigerung der Salzsaureproduktion zu Magengeschwiren mit Blutungen und
Melana bis hin zur Perforation der Magenwand fiihren (Fox et al., 1990; Howard et al., 1969;
Macy, 1986; Thamm and Vail, 2007). Auch ein gesteigerter Juckreiz ist auf vermehrt
freigesetztes Histamin zurlckzufiihren, jedoch erfolgt diese Wirkung Gber Histamin-1-
Rezeptoren (Snyder, 2012). Die Ausschittung von Heparin kann zu schweren
Blutungsneigungen fihren und Fibroblasten-hemmende Zytokine kénnen
Wundheilungsstérungen verursachen (Dobson and Scase, 2007; Thamm and Vail, 2007).
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Diese als paraneoplastische Syndrome bezeichneten ,Begleiterscheinungen® kénnen somit
zu schweren Stérungen des Allgemeinbefindens fihren und unter Umstanden sogar vor der
Entdeckung des eigentlichen Tumors zu Tage treten (Misdorp, 2004).

113 Staging und Grading kaniner Mastzelltumoren

Das klinische Staging kaniner MZT erfolgt nach den Richtlinien der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization: WHQO) und ist von groBer
Bedeutung fir die Therapie und Prognose des Patienten. In Abhangigkeit der Anzahl der
MZT, ihrer Verschieblichkeit in der Haut, des Lymphknotenstatus und des Auftretens
paraneoplastischer Syndrome werden finf Stadien differenziert (Tabelle 1; Owen et al.,
1980).

Tabelle 1: Klinisches Staging kaniner kutaner Mastzelltumoren nach den Richtlinien der
World Health Organization (Owen et al., 1980)

Kanine Kutane Mastzelltumoren

Stadium 0 | Einzelner unvollstédndig entfernter Tumor der Dermis; ohne Lymphknoten-

metastasen
a mit systemischen Symptomen
b ohne systemische Symptome

Stadium 1 Einzelner Tumor, auf die Dermis beschrénkt; ohne Lymphknotenmetastasen
a mit systemischen Symptomen

b ohne systemische Symptome

Stadium 2 | Einzelner Tumor, auf die Dermis beschrankt; mit Lymphknotenmetastasen
a mit systemischen Symptomen

b ohne systemische Symptome

Stadium 3 | Multiple Tumoren der Dermis oder groBe, infilirative Einzeltumoren; mit oder

ohne Lymphknotenmetastasen
a mit systemischen Symptomen

b ohne systemische Symptome

Stadium 4 Tumoren mit Fernmetastasen oder Tumorrezidiv mit Metastasen

Fernmetastasen sind vorwiegend in den lokalen Lymphknoten, der Leber, der Milz und dem
Knochenmark zu finden (Conroy, 1983; Thamm and Vail, 2007).
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Vom kutanen MZT abzugrenzen ist die systemische Mastozytose, bei der entartete

Mastzellen vorwiegend im peripheren Blutstrom und diffus verteilt in Milz und Leber zu finden
sind (Thamm and Vail, 2007).

Flr das histologische Grading stehen mittlerweile zwei Klassifikationen zur Verfligung. Die

heutzutage am weitesten verbreitete Einteilung nach A. K. Patnaik basiert auf dem

histologischen Gesamtbild der Neoplasie. Sie berilcksichtigt sowohl die Abgrenzbarkeit des

gesamten Tumors von seiner Umgebung als auch den Differenzierungsgrad der einzelnen

Tumorzellen sowie das Auftreten von Pleomorphien und Mitosefiguren (Patnaik et al., 1984).

Insgesamt ergeben sich anhand dieser Parameter drei Differenzierungsgrade (Tabelle 2).

Tabelle 2: Histologisches Grading kaniner kutaner Mastzelltumoren nach Patnaik
(Patnaik et al., 1984)

Kanine Kutane Mastzelltumoren

Grad 1

Gut differenzierte, monomorphe Mastzellen mit runden Kernen und deutlicher
Granula; keine/kaum Mitosefiguren; keine stromale Reaktion oder Nekrose;

auf die Dermis begrenzt

Grad 2

MaBig differenzierte, teils pleomorphe Mastzellen mit teils unregelmaBigen Kernen
und maBigem Granula-Gehalt; erhéhte Mitoserate (0-2/hpf); gelegentlich stromale
Reaktionen wie Odem, Blutung und Nekrose;

auf Dermis und Subkutis begrenzt

Grad 3

Schlecht differenzierte, pleomorphe Mastzellen mit unregelméBigen Kernen und
wenig Granula; hohe Mitoserate (3-6/hpf); stromale Reaktionen wie Odem, Blutung

und Nekrose;

Subkutis und tieferliegendes Gewebe infiltrierend
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Seit 2010 steht auch ein von M. Kiupel etabliertes zweistufiges Grading-System zur
Verfligung. Dieses konzentriert sich vorwiegend auf Malignitétskriterien auf zellularer Ebene
und bericksichtigt dabei die Mitoserate, den Gehalt an mehrkernigen Zellen sowie das
Vorkommen bizarrer oder vergréBerter Nuclei (Kiupel et al., 2011). Folgende zwei Grade
ergeben sich daraus (Tabelle 3).

Tabelle 3: Histologisches Grading kaniner kutaner Mastzelltumoren nach Kiupel
(Kiupel et al., 2011)

Kanine Kutane Mastzelltumoren

Low-grade | <7 Mitosefiguren / 10 hpf; < 3 mehrkernige (= 3 Kerne) Zellen / 10 hpf;
< 3 bizarre Nuclei / 10 hpf

High-grade | = 7 Mitosefiguren / 10 hpf; = 3 mehrkernige (= 3 Kerne) Zellen / 10 hpf;

= 3 bizarre Nuclei / 10 hpf; Karyomegalie

Neben der routinemaBig durchgeflhrten Hamatoxylin-Eosin Farbung der histologischen
Schnittpraparte sind Spezialfarbungen wie Toluidinblau oder Giemsa zur Verifizierung der
Mastzellen auf Grund der ausgepragten Metachromasie der Mastzellgranula hilfreich
(Ehrlich, 1878; Huntley, 1992). Daruber hinaus reagieren MZT positiv auf Vimentin und a-
Antitrypsin in der Immunhistologie (Mederle et al., 2010).
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1.1.4 Prognose

Die Prognose eines erkrankten Hundes ist stark korreliert mit dem klinischen Staging und
histologischen Grading des MZT. Zusammenfassend kann man dabei sagen, dass die
mittlere Uberlebenszeit mit steigender Staging- bzw. Grading-Klassifikation sinkt. So
beobachteten Kiupel et al. bei Hunden mit low-grade MZT eine mittlere Uberlebenszeit von
mehr als zwei Jahren und bei high-grade MZT von weniger als vier Monaten (Kiupel et al.,
2011). Nach den Angaben von Patnaik et al. Gberlebten 93 %, 47 % bzw. 6 % der Hunde mit
Grad 1, Grad 2 bzw. Grad 3 MZT mehr als 1.500 Tage (Patnaik et al., 1984).

Ebenfalls korreliert wird die Prognose von MZT-Patienten mit so genannten
Proliferationsmarkern, wie Ki67 (Antigen identified by monoclonal antibody Ki67) und
AgNORs (agyrophilic nuclear organizer regions), deren verstarktes Auftreten auf einen

schnell wachsenden Tumor hinweist (Madewell, 2001; Mukaratirwa, 2005).

Ki67 ist ein Protein des Zellkerns, welches in allen mitotisch aktiven Zellen exprimiert wird.
Nach immunhistologischer Farbung werden die positiv markierten Zellen ins Verhéltnis zur
Gesamtzellzahl gesetzt und als so genannter ,Ki67 Index“ dargestellt (Gerdes et al., 1984;
Scholzen and Gerdes, 2000). Dabei konnten verschiedene Studien eine starke Korrelation
zwischen einem hohen ,Ki67 Index“ und dem Auftreten von MZT-Rezidiven bzw. Metastasen
und einer erhéhten Mortalitat feststellen (Scase et al., 2006; Webster et al., 2007). Allerdings
erschweren fehlende Farbe- und Quantifizierungsstandards, wie etwa ein einheitlicher cut-
offWert, den routinemaBigen Einsatz dieses sicherlich wertvollen prognostischen Faktors
(Welle et al., 2008).

Bei AgNORs handelt es sich um Strukturen der Kernkdrperchen, die aktiv an der
ribosomalen RNA-Transkription beteiligt sind (Derenzini, 2000). Auf Grund ihrer Affinitat zu
Silbermolekiilen kénnen sie mittels Silber-Impragnation lichtmikroskopisch dargestellt und
ausgezahlt werden (Ploton et al., 1986). Eine steigende Anzahl an AgNORs scheint dabei
sowohl mit der Verdopplungszeit der Tumorzellen in vitro als auch mit der Wachstumsrate
des Tumors in vivo zu Korrelieren (Derenzini et al., 1990; Trere et al., 1997). Dartiber hinaus
konnte, ahnlich wie bei Ki67, eine Assoziation zwischen groBen Mengen an AgNORs in den
MZT-Zellen und einer erh6hten Mortalitat, bzw. dem Auftreten von Tumorrezidiven und

Metastasen festgestellt werden (Scase et al., 2006; Webster et al., 2007).
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Ein weiterer Aspekt, der in den vergangenen Jahren fokussiert wurde, ist die Bedeutung des
Stammzellfaktor-Rezeptors KIT. Nicht nur Mutationen in seinem kodierenden Gen, sondern
auch sein Expressionsmuster innerhalb der einzelnen Tumorzellen, stehen immer wieder im
Mittelpunkt der MZT-Forschung. So zeigten Webster et al. dass eine zytoplasmatische KIT-
Expression mit einem erhdhten Rezidivrisiko korreliert, wo hingegen ein rein membran-

gebundenes Signal mit einer héheren Uberlebensrate assoziiert ist (Webster et al., 2004).

Zusammenfassend muss jedoch gesagt werden, dass sich keiner der genannten
prognostischen Faktoren bislang in der alltdglichen Routine der MZT-Diagnostik gegeniber
dem histologischen Grading und klinischen Staging durchsetzen konnte (Webster et al.,
2007; Welle et al., 2008).

Nicht zuletzt liegt dies mdglicherweise auch an der Tatsache, dass -wie bei den meisten
anderen Tumorarten auch- viele Details Uber die Entstehung und Differenzierung der MZT
auf molekularbiologischer Ebene unbekannt sind. So zeigen MZT verschiedener Grade zwar
sowohl ein unterschiedliches histologisches Bild als auch ein differenzielles klinisches
Verhalten, doch welche Elemente auf genomischer oder proteinbiochemischer Ebene hierfiir
verantwortlich sind, ist weitgehend ungeklart.
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1.2 Pathogenese kaniner Mastzelltumoren

In den vergangenen Jahrzehnten wurden groBe Fortschritte bei der Erforschung und
Entschlisselung der Grundlagen der Karzinogenese vor allem humaner Tumorarten
gemacht. Insbesondere in der Veterindrmedizin ist jedoch bis heute fir fast alle Tumorarten
nicht abschlieBend geklart, worin sich benigne und maligne Tumoren molekularbiologisch
unterscheiden. Kenntnisse Uber diese Unterschiede kénnten jedoch nicht nur die Diagnostik
und Prognosestellung von Tumoren erleichtern, sondern auch neue Anhaltspunkte flr

Therapiestrategien liefern.

Im Bereich der MZT wurde in den vergangenen Jahren groBe Hoffnung auf den
Stammzellfaktor-Rezeptor KIT gelegt, der offensichtlich zur Proliferation von Mastzellen
beitragt (Tsai et al., 1991).

1.21 Stammzellfaktor-Rezeptor KIT

Beim Stammzellfaktor-Rezeptor KIT (CD117) handelt es sich um eine Tyrosinkinase, die in
der Zellmembran verschiedenster Zellen vorkommt (Roskoski, 2005). Hierzu z&hlen neben
den Mastzellen auch basophile Granulozyten, Melanozyten und hamatopoetische
Stammzellen sowie Zellen der Plazenta und des Gehirns (Arber et al., 1998). Kodiert wird
das Protein KIT vom so genannten Protoonkogen c-kit (Columbo et al., 1992; Yarden et al.,
1987). Ligand des Rezeptors ist der Stammzellfaktor (Columbo et al., 1992; Tsai et al.,
1991).

1.2.1.1 Aufbau und Funktion

Der Stammzellfaktor-Rezeptor KIT ist ein Protein aus der Familie der Tyrosinkinase-
Rezeptoren. Er besteht aus einer extrazellularen, einer transmembranen und einer
zytoplasmatischen Domé&ne und durchspannt so in seiner Gesamtheit die Zellmembran
(Letard et al., 2008; Yarden et al., 1987). Nach Bindung des Stammzellfaktors an der
extrazellularen Domane kommt es zur Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase durch die
Bindung von Adenosintriphosphat (ATP). Nach anschlieBender Autophosphorylierung
kénnen verschiedene Proteine an der zytoplasmatischen Domane binden und ebenfalls
aktiviert werden (Abbildung 1; Letard et al., 2008). Zu den Effekten dieses Rezeptorsystems
zahlen unter anderem die Zellproliferation und Zellreifung, aber auch die Migration und
Degranulation von Zellen sowie die Unterdriickung der Apoptose (Columbo et al., 1992;
Meininger et al., 1992; Tsai et al., 1991; Yee et al., 1994).
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(1) Bindung des Stammzellfaktors (SCF)
(2) Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase (TK)
durch Bindung von Adenosintriphosphat (ATP)
(3) Autophosphorylierung der Tyrosinkinase
(4) Proteinbindung und -aktivierung am phosphorylierten Tyrosinrest

Zellmembran Zellmembran

@I ol-ar

Effekte durch aktivierte Proteine:
v' Zellproliferation und -reifung
v Zellmigration
v' Zelldegranulation
v Unterdriickung der Apoptose

Abbildung 1: Stammzellfaktor-Rezeptor KIT: Aktivierung und Autophosphorylierung der
Tyrosinkinase mit nachfolgenden Effekten auf weitere Proteine

(modifiziert nach G. A. Spinas und P. U. Heitz:

http://www.megru.uzh.ch/j3/module/endokrinologie/endo.php?unild=E12610&di=10&v1=210)
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1.2.1.2 Mutationen

Mutationen des Protoonkogen c-kit kénnen zu einer Autophosphorylierung und einer
nachfolgenden Daueraktivierung des Rezeptors fihren (Furitsu et al., 1993; London et al.,
1999; Ma et al., 1999b). Dabei handelt es sich vorrangig um eine Tandemduplikation im
Exon 11. Dieses kodiert gemeinsam mit dem Exon 12 fir einen Teil der zytoplasmatischen
Domane des Tyrosinkinase-Rezeptors (Letard et al., 2008; London et al., 1999). Daneben
wurden jedoch auch aktivierende Mutationen in den Exonen 8 und 9 verifiziert, welche fir
einen Teil der extrazellularen Doméane kodieren (Letard et al., 2008).

Entsprechend den Effekten des nicht-mutierten Tyrosinkinase-Rezeptors fihrt die
permanente, Mutations-bedingte, Liganden-unabhéngige Aktivierung zu einer gesteigerten
Zellproliferation, Migration und unterdriickten Apoptose der mutierten Zellen (Furitsu et al.,
1993; London et al, 1999; Ma et al., 1999a). MZT mit Mutation im Exon 11 des
Protoonkogen c-kit sollten dementsprechend ein, im Vergleich zu Tumoren ohne Mutation,
aggressiveres klinisches Verhalten zeigen. Statistisch signifikante, Grad-unabhangige
Korrelationen zwischen Metastasierungsrate bzw. Rezidivrisiko und c-kit-Mutationsstatus
konnten jedoch bislang nicht sicher bestatigt werden (Downing et al., 2002; Giantin et al.,
2012; Zemke et al., 2002).

Dartber hinaus konnten in verschiedenen Studien nur bei etwa 12 % aller MZT bzw. 40 %
der Grad 3 MZT Uberhaupt Tandemduplikationen im Exon 11 identifiziert werden (Letard et
al., 2008; Webster et al., 2007; Zemke et al., 2002). Dies wiederum wirft die Frage auf,
welche anderen molekularbiologischen Aspekie zum aggressiven Verhalten der
hochmalignen Grad 3 Tumoren flihren.

Unbekannt ist dartber hinaus auch, wie sich die Mutation im Protoonkogen c-kit auf das
Proteinexpressionsprofil der Tumorzellen auswirkt. Da sie zumindest in einem gewissen
Anteil der MZT das klinische Verhalten zu beeinflussen scheint, kbnnte beispielsweise eine

verstarkte Expression von Proliferations-assoziierten Proteinen angenommen werden.
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1.2.1.3 Tyrosinkinase-Inhibitoren als Therapieansatz

Zu den therapeutischen MaBnahmen der MZT-Behandlung gehéren neben der chirurgischen
Exzision, der Bestrahlung und der Chemotherapie seit einiger Zeit auch die Anwendung von
so genannten Tyrosinkinase-Inhibitoren (small molecule tyrosine kinase inhibitors, TKI; Liao
et al., 2002; Mayer, 2006; Taylor et al., 2009). Trotz der geringen Pravalenz der Mutationen
im Protoonkogen c-kit in der Gesamtheit der MZT hat die pharmakologische Hemmung der
Tyrosinkinase bei Patienten mit Tumoren mit c-kit-Mutation teils therapeutische Erfolge
gezeigt (Hahn et al., 2008; London et al., 2003).

TKI fungieren in der Regel als kompetitive Inhibitoren, indem sie die ATP-Bindungsstelle der
Tyrosinkinase reversibel oder irreversibel blockieren. Nachfolgend unterbleibt dadurch die
Autophosphorylierung der Kinase sowie alle weiteren Effekte auf zelluldrer Ebene
(Shchemelinin et al., 2006).

Eine aktuelle Studie untersuchte den Effekt von TKI an einer C2-Mastzelltumorzelllinie,
welche durch eine Tandemduplikation im Exon 11 des Protoonkogen c-kit charakterisiert ist
(Klopfleisch et al., 2012). Eine 24 bzw. 72 Stunden andauernde Behandlung der Zellen mit
dem Tyrosinkinase-Inhibitor ,Masitinib“ fihrte zu einer massiven Veranderung des mRNA-
Expressionsprofils der behandelten Zellen. W&hrend die Mehrzahl der Gene des aktiven
Genoms eine reduzierte Expression nach Behandlung zeigten, konnte fir Gene
verschiedener, die Zellproliferation aktivierenden Signalkaskaden eine erhdhte mRNA-
Expression gezeigt werden. Das Proteinexpressionsprofil der behandelten Zellen wies
hingegen nur minimale Veranderungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe auf,
was moglicherweise durch die verzégerte Auswirkung der genomischen Veranderungen auf

die Proteinebene erklart werden kénnte (Klopfleisch et al., 2012).

In klinischen Studien zur Wirksamkeit von TKI in der Therapie von MZT konnte ein besseres
Ansprechen von Hunden mit MZT mit c-kit-Mutation auf die TKI-Behandlung beobachtet
werden (Hahn et al., 2008; London, 2009; London et al., 2003). Hunde dieser Gruppe
zeigten ein langsameres Fortschreiten der Erkrankung bzw. eine verlangerte Uberlebenszeit.
Doch auch Patienten ohne c-kit-Mutation sprachen in einigen Fallen auf die TKI-Behandlung
an. Hierbei geht man davon aus, dass die Wirkung Gber weitere Tyrosinkinasen erfolgte, die
durch den Einsatz der Inhibitoren ebenfalls blockiert waren. Im Vordergrund stehen dabei der
platelet-derived growth factor-Rezeptor (PDGFR) und der vascular endothelial growth factor-
Rezeptor (VEGFR), die ebenfalls, wenn auch weniger stark, durch TKI gehemmt werden. Da
auch sie an der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung bzw. der Angiogenese
beteiligt sind, wirkt sich ihre Hemmung vermutlich ebenfalls negativ auf das Tumorwachstum
aus (Hahn et al., 2008; London, 2009; London et al., 2003).
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1.2.2 Weitere mdgliche Mechanismen der Karzinogenese kaniner
Mastzelltumoren

Der vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein wichtiger Regulator der Angiogenese
und dardber hinaus als autokriner Wachstumsfaktor bei verschiedenen Tumorarten
beschrieben (Shinkaruk et al., 2003; Siemeister et al., 1998). Auch in MZT konnte eine
Expression immunhistochemisch detektiert werden, wobei eine direkte Beeinflussung des
Wachstums einer C2-MZT-Zelllinie durch VEGF nicht nachgewiesen werden konnte
(Rebuzzi et al., 2007). Da ruhende und aktivierte Mastzellen jedoch keine VEGF-Expression
zeigen, koénnte die de novo-Expression von VEGF mdglicherweise Einfluss auf die

Karzinogenese von Mastzellen haben (Mederle et al., 2010).

Das Tumorsuppressorgen tumor suppressor in lung cancer 1 (TSLC1) kodiert fir ein
Adhéasionsmolekiil, das von normalen Mastzellen exprimiert wird. Humanmedizinische
Studien deckten eine Korrelation zwischen einer reduzierten Expression und einer
schlechten Prognose in Lungen-, Brust- und Prostata-Tumoren auf (Fukuhara et al., 2002;
Heller et al.,, 2007; Ito et al.,, 2003; Kuramochi et al., 2001). Eine &hnliche negative
Korrelation zwischen Tumorgrad und Expressionsintensitat konnte auch an kaninen MZT
aufgedeckt werden. Diese Beobachtungen sprechen fiir einen direkten Zusammenhang
zwischen dem Funktionsverlust des Tumorsuppressors und der Progression von MZT
(Taylor et al., 2010).

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) z&hlt unter anderem als vasoaktives Amin zu den
primaren Mediatoren der Mastzellgranula. Es wirkt GUber Serotonin-Rezeptoren (5-HT-
Rezeptoren) allerdings auch auf eine Vielzahl von Stoffwechselvorgangen im Organismus,
wie etwa den Blutdruck, die Blutgerinnung und die Verdauung. Obwohl verschiedene
humanmedizinische Studien eine Korrelation zwischen maBig bis schlecht differenzierten
Tumoren und einer verstarkten Expression von 5-HT bzw. seinem Rezeptor aufdecken
konnten, zeigten Untersuchungen an kaninen MZT einen gegenteiligen Effekt
(Abrahamsson, 1999; Bollito et al., 2001; Fréberg et al., 2009). Hier nahm die Expression mit
zunehmendem Tumorgrad ab (Fréberg et al., 2009). Ob diese Beobachtung die Ursache der
mangelnden Differenzierung der héhergradigen MZT ist, oder ihre Folge, ist bis heute
ungeklart (Fréberg et al., 2009).
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Tryptasen gehéren ebenfalls zu den praformierten Mediatoren physiologischer Mastzellen,
die bis zum Zeitpunkt ihrer Freisetzung in den Mastzellgranula gespeichert werden (Miller et
al., 1990; Schwartz et al., 1981). Als Serinproteasen sind sie an der Spaltung von Peptiden
und Proteinen beteiligt. Ihre Expression in humanen Mastzellen konnte in mehreren Studien
immunhistologisch nachgewiesen werden (Walls et al., 1990; Yang et al., 2000). Eine
veterindrmedizinische Untersuchung identifizierte eine Korrelation zwischen einem
ansteigenden histologischen Grad kaniner MZT und einem abnehmenden Gehalt an
zytoplasmatischer Granula (Simoes and Schoning, 1994). Darauf basierend vermuteten J. D.
Webster und Kollegen immunhistochemisch detektierbare Expressionsunterschiede
zwischen gut und schlecht differenzierten MZT. Obwohl drei verschiedene Tryptase-
Expressionsmuster identifiziert werden konnten, zeigten sich keine signifikanten

Zusammenhange zum klinischen Verhalten der Tumoren (Webster et al., 2004).

Zusammenfassend kann man sagen, dass abgesehen von einigen Vermutungen wenige
Details Uber die Karzinogenese der kaninen Mastzelltumoren bekannt sind. Der bislang
praktizierte Ansatz, Beobachtungen aus der Humanmedizin auf die Veterindrmedizin zu
Ubertragen, kdnnte dabei eine Ursache der mihsamen und oft ergebnislosen Suche nach
den entscheidenden molekularbiologischen Bausteinen sein. Es empfiehlt sich daher der
Einsatz explorativer globaler Analysemethoden auf genomischer oder proteinbiochemischer
Ebene, die es ermdglichen, zunachst hypothesenfrei Unterschiede zwischen benignen und

malignen Tumoren zu identifizieren.
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1.3 Globale Expressionsanalysen als explorativer Ansatz  zur

Erweiterung des Kenntnisstandes

Wahrend traditionelle, hypothesengestiitzte, wissenschaftliche Untersuchungen in der Regel
nur die Expression einer einzelnen mRNA bzw. eines einzelnen Proteins beleuchten, zielt die
globale Expressionsanalyse darauf ab, das mehr oder weniger gesamte Genom bzw.
Proteom einer Gewebeprobe zu analysieren (Wilkins et al., 1996; Velculescu et al., 1997).
Zur Verfligung stehen dabei Methoden wie Genchips oder Microarrays flr die Analyse des
Genoms. Das Proteom kann mittels Chromatographie oder Gelelektrophorese separiert und
im Anschluss durch die Massenspektrometrie identifiziert werden. Nicht verwunderlich ist
deshalb der zunehmende Einsatz solcher Methoden in der Humanmedizin, und neuerdings
auch in der Veterinarmedizin. Beispielsweise wurde auf diese Weise der Einfluss eines
Tyrosinkinase-Inhibtors auf eine C2-MZT-Zelllinie untersucht (Klopfleisch et al., 2012).

Ein wesentlicher Vorteil der direkten Analyse des Proteoms -im Gegensatz zum Genom- ist
die Detektion posttranskriptioneller Modifikationen sowie die Bestatigung genomischer
Veranderungen auf Proteinebene (Greenbaum et al., 2003).

Die zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-GE) ist eine gut etablierte Methode zur
Separation von Proteinen. Durch die Verwendung von bis zu drei verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen (2D-DIGE: zweidimensionale differenzielle Gelelektrophorese) ist
dartber hinaus die Untersuchung mehrerer Gewebeproben im Vergleich mdéglich. Der
Einsatz eines internen Standards, der auf jedes Gel aufgetragen wird und zu dem jede Probe
ins Verhaltnis gesetzt wird, ermdglicht die Reduktion von Einzelgelen und verringert Inter-
Gel-Variationen (Klose, 1975; O'Farrell, 1975; Unlu et al., 1997). Insgesamt ist so eine
vergleichende Analytik verschiedener Gewebegruppen mdglich. Beispielsweise kdnnen
Gesunde mit Kranken verglichen werden, aber auch benigne mit malignen Tumoren oder
eben Tumoren von unterschiedlichem histologischen Grad bzw. mit unterschiedlichem c-kit-
Mutationsstatus. Die anschlieBende Identifikation differenziell exprimierter Proteine mittels
Massenspektrometrie gilt als gut etablierte Ergdnzung dieser Analysemethode (Henzel et al.,
1993; Hillenkamp et al., 1991; Mann et al., 1993).
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1.4 Arbeitshypothesen

Die Differenzierung von Grad 1 und Grad 3 Mastzelltumoren erfolgt heutzutage
weitestgehend anhand ihres histologischen Bildes. Die molekularbiologische Basis der
morphologischen und klinischen Unterschiede dieser beiden Tumorgruppen ist jedoch
gréBtenteils unbekannt. Neben neuen Erkenntnissen fiir das Grundlagenverstandnis der
Tumorbiologie kénnte das Wissen Uber diese Unterschiede einen Ansatzpunkt fir mogliche
neue therapeutische Strategien darstellen.

Lange Zeit fokussierte sich die MZT-Forschung auf den Stammzellfaktor-Rezeptor KIT, der
zwar im Falle einer Mutation an einer verstarkten Proliferation des Tumors beteiligt sein
kénnte, doch in der Mehrzahl der MZT nicht den alleinigen Ausléser der Karzinogenese
darstellt. Nichtsdestotrotz fehlt eine globale Untersuchung von KIT-mutierten und nicht-
mutierten MZT, da auch in diesem Fall die Ergebnisse Hinweise auf die Progression dieser
besonderen Tumorgruppe liefern kénnten.

Die vorliegende Studie sollte daher mittels zweidimensionaler differenzieller
Gelelektrophorese (2D-DIGE) das Proteinexpressionsprofii  von kaninen kutanen
Mastzelltumoren verschiedener Grade und mit unterschiedlichem c-kit-Mutationsstatus
identifizieren.  AnschlieBend  wurden  differenziell exprimierte  Proteine  mittels

Massenspektrometrie analysiert.
Folgende Hypothesen standen im Fokus dieser Arbeit:

1. Grad 1 und Grad 3 Mastzelltumoren zeigen deutliche Unterschiede in ihrem

Proteinexpressionsprofil.

2. Mutationen im Protoonkogen c-kit fihren zur verstarkten Expression von Proliferations-

assoziierten Proteinen.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Proteinexpressionsprofile kaniner kutaner Mastzelltumoren mit
unterschiedlichen histologischen Graden und unterschiedlichem c-kit-Mutationsstatus zu
vergleichen. Es wurde erwartet, dass die so identifizierten Ergebnisse zur weiteren
Entschlisselung der Karzinogenese der MZT beitragen und Anhaltspunkte fir neue
Therapieoptionen liefern kdnnten.

4.1 Grad-Analyse

Im ersten Teil der Arbeit wurden kanine kutane Mastzelltumoren (MZT) verschiedener Grade
untersucht. Entsprechend der aktuellen histologischen Grading-Systeme handelte es sich
dabei um jeweils finf Grad 1 und Grad 3 MZT bzw. finf low-grade und high-grade MZT
(Kiupel et al.,, 2011; Patnaik et al., 1984). Mittels zweidimensionaler differenzieller
Gelelektrophorese (2D-DIGE) wurden die Proteinexpressionsmuster beider Tumorgruppen
visualisiert und miteinander verglichen. Statistisch signifikant differenziell exprimierte
Proteine wurden im Anschluss mittels Massenspektrometrie identifiziert. Von insgesamt
1.552 visualisierbaren Proteinen erfiillten 32 die statistischen Kriterien (fold-change > |1,5|; p
< 0,05), von denen 13 eindeutig identifiziert werden konnten. Unter ihnen fanden sich
vorrangig so genannte Stressproteine, Zellmotilithts-assoziierte Proteine und Mastzell-
typische Differenzierungsproteine.

Warum insgesamt nur circa 2 % des visualisierbaren Proteoms statistisch signifikante
Unterschiede aufwiesen, kdnnte verschiede Ursachen haben. Zum einen kdnnte es an der
Heterogenitat der Tumorzellpopulation selbst liegen, zum anderen aber auch an der
Methode der 2D-DIGE. SchlieBlich muss ein Protein, um als signifikant in seiner Expression
verandert aufzufallen, in allen untersuchten Tumoren einer Gruppe gleichermaBen exprimiert
sein. Eine solche Homogenitéat ist insbesondere von entdifferenzierten, pleomorphen

Mastzelltumoren nicht zu erwarten.

Die auffallend geringen fold-changes zwischen den verschiedenen Tumorgruppen kénnten
im Hinblick auf weiterfihrende, mdéglicherweise weniger sensitive Untersuchungsmethoden
wie die Immunhistologie Probleme bei der Validierung der Ergebnisse verursachen, sind
jedoch mit anderen DIGE-Studien vergleichbar (Bartkowiak et al., 2009; Dowling et al., 2007;
Klose et al., 2011; Schulz et al., 2009). Eine Identifikation von Proteinen, die ausschlieBlich
in einer der beiden Tumorgruppen exprimiert werden, scheint mit der in dieser Studie

verwendeten Methode nicht méglich zu sein.
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411 Stressproteine

Weisen Zellen eine UbermaBige Proliferation auf, kénnen sie oft nicht mehr adaquat mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden und es kann zum Funktionsverlust bzw. Zelltod
kommen. Nicht nur schnell wachsende Tumorzellen, die eine gesteigerte Proliferationsrate
aufweisen, sondern auch nicht-neoplastische Zellen, schitzen sich durch so genannte
Stressproteine vor den Folgen solcher Mangelzustédnde (Davenport et al., 2008; Sherman
and Multhoff, 2007).

Vier Proteine mit bekannter Assoziation zur Zellstress-Reduktion zeigten in den Grad 3 MZT
eine verstarkte Expression. Zu ihnen z&hlten das heat shock protein 9 (HSPA9, mortalin), die
protein disulfide-isomerase A3 (PDIA3) und zwei Untereinheiten des T-complex protein 1,
TCP1A und TCP1E.

PDIA3 ist im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und agiert wahrend der
Neusynthetisierung von Glykoproteinen als Chaperon (Ni and Lee, 2007; Pressinotti et al.,
2009). Eine verstarkte Expression sowie ein nachfolgender anti-apoptotischer Effekt wurden
nach Stress-Induktion in einer Melanom-Zelllinie beobachtet (Corazzari et al., 2007; Ni and
Lee, 2007). Auch HSPA9 fungiert als Chaperon und soll eine fehlerhafte Faltung von
mitochondrialen Proteinen verhindern (Burbulla et al., 2010). In humanen Lungentumoren
sowie in humanen Lymphomzellen wurden ebenfalls verstarkte HSPA9-Expressionen
detektiert (Grills et al., 2011; Weinkauf et al., 2009).

Insgesamt entsprechen die vorliegenden Ergebnisse den Resultaten anderer Studien und
dem derzeitigen Wissensstand Uber die gesteigerte Stress-Resistenz von Tumorzellen durch
die verstarkte Expression von Stressproteinen (Foster et al., 2009; Guo et al., 2010; Huang
et al.,, 2010; Luk et al., 2006; Zanini et al., 2008). Da auch in einem schnell wachsenden
Mastzelltumor von einem Nahrstoff- und Sauerstoffmangel ausgegangen werden muss,
erscheint eine Uberexpression von Stressproteinen in diesen Tumorzellen durchaus

relevant.

Ob sich die identifizierten Proteine als mdgliche neue therapeutische targets zur
pharmakologischen Hemmung und nachfolgenden Unterdriickung des Tumorwachstums

eignen, muss in weiteren Experimenten analysiert werden.
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4.1.2 Motilitats-assoziierte Proteine

Eine gesteigerte Zellmotilitat ist ein Hauptmerkmal fir maligne, metastasierende
Tumorzellen. Ein Umbau des Zytoskeletts ist daflir ebenso nétig wie die Lésung und Haftung

von Protein-Protein-Interaktionen.

Fanf Zellmotilitdts-assoziierte Proteine konnten in der Grad-Analyse identifiziert werden, von
denen drei eine verstarkte und zwei eine verminderte Expression in den Grad 3 MZT zeigten.
Bei den drei Uberexprimierten Proteinen handelte es sich um das actin-related protein 3
(ACTR3), WD repeat domain 1 (WDR1) und annexin A6 (ANXAB6). Annexin A2 (ANXA2) und
beta actin (ACTB) waren herunter reguliert.

Die gegensétzliche Regulation der beiden Annexine ist im Hinblick auf den Kenntnisstand
dber ihre jeweiligen Funktionen durchaus schlissig. ANXA2 beispielsweise dient als
Bindungspartner flir extrazellulare Matrixproteine und ist an der Regulation des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt. Sein Verlust ging daher in nasalen Adenokarzinomen mit einer
Zerstérung der Epithelbarriere und einer gesteigerten Ausbreitung von Tumorzellen in die
Umgebung einher (Hayes et al., 2006; Rodrigo et al., 2011; Waisman, 1995). Dartber hinaus
wurden verminderte ANXA2-Konzentrationen in humanen Prostata-, Osophagus- und Kop-
Hals-Karzinomen detektiert (Chetcuti et al., 2001; Pena-Alonso et al., 2008; Zhi et al., 2003).
ANXA6 hingegen unterstiitzt als Calcium-abhangiges Membran- und Phospholipid-
bindendes Protein die Reorganisation der Plasmamembran, die Zelladhdsion sowie die
Zellmotilitat (Croci et al., 2010; Sakwe et al., 2011). Der Verlust von ANXA6 ging in humanen
Brustkrebszellen mit einer verminderten Zellmotilitdt und Invasivitat einher (Sakwe et al.,
2011).

Auch WDRT1 dient als zytoskeletales Protein der Remodellierung von Aktin und ist an
Protein-Protein-Interaktionen beteiligt (Kim et al., 2009; Wang et al., 2009). Uber die
Aktivierung von Cofilin und die Beschrankung der Zellmembranvorstilpung in eine Richtung
unterstitzt WDR1 die gerichtete Zellmigration (Kato et al., 2008).

ACTRS ist als Bestandteil des ARP2/3-Komplexes ebenfalls essentiell fiir die Organisation
des Zytoskeletts (Kaneda et al., 2004). Uber die Regulation so genannter Lamellipodien ist
es darlber hinaus an der Zellmotilitat beteiligt (Bryce et al., 2005). Verstarkte ARP2/3-
Komplex-Signale in humanen, invasiven Brustkrebszellen unterstiitzen die Hypothese, dass

dieser Proteinkomplex die Zellmigration und Invasion verstarkt (Yokotsuka et al., 2011).

Die verminderte Expression von ACTB in Grad 3 MZT spiegelt die Ergebnisse einer anderen
Proteinexpressionsanalyse wider. Hierbei wurden humane Osteosarkome mit benignen
Knochentumoren verglichen und auch in diesem Fall zeigte die maligne Tumorgruppe die

geringere ACTB-Expression (Li et al., 2010).
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Keines der identifizierten Proteine wurde bereits im Zusammenhang mit kaninen kutanen
Mastzelltumoren genannt und als relevant fir deren Ausbreitung beschrieben. Ihr
Expressionsprofil und ihre aus der Literatur bekannten Funktionen und Zusammenhange mit
anderen, vornehmlich humanen Tumorarten steigern jedoch ihren Wert als neue, potenzielle,
prognostische Faktoren fir die Friherkennung von metastatischem Potenzial von MZT.
Selbstverstandlich ist dafir die eindeutige Detektion mit Hilfe kostengilnstigerer und
routinemaBig im Einsatz befindlicher Analysemethoden wie Western Blot oder

Immunhistologie nétig.

41.3 Mastzell-Differenzierungs-Proteine

Tryptasen zahlen neben Hydrolasen und Proteasen zu den priméaren Mediatoren der
Mastzellen, die bis zu ihrer Freisetzung in zytoplasmatischen Granula gespeichert werden
(Schwartz et al., 1981).

In der vorliegenden Studie konnte Tryptase alpha/beta 1 (TPSAB1) als statistisch signifikant
differenziell exprimiertes Protein identifiziert werden, wobei Grad 3 MZT im Vergleich zu
Grad 1 MZT eine verminderte Expression aufwiesen.

Dieser Verlust kann mit der fortschreitenden Entdifferenzierung und dem grundsatzlichen
Verlust zytoplasmatischer Granula in héhergradigen MZT-Zellen im Einklang stehen, wie er
auch in anderen Studien postuliert wurde (Simoes and Schoning, 1994; Webster et al.,
2004). Somit erscheint die Verwendung dieses Proteins als prognostischer Marker zur
Identifikation des Differenzierungsgrades von kaninen kutanen MZT durchaus sinnvoll.

Interessanterweise zeigten keine weiteren Mediatoren, wie Histamin oder Heparin, ein

unterschiedliches Proteinexpressionsmuster im Vergleich der beiden Tumorgruppen.

32



DISKUSSION

4.2 Mutationsanalyse

Das Protoonkogen c-kit stand im Fokus des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit.

Auch wenn die bekannte Tandemduplikation im Exon 11 des Protoonkogens c-kit nur in
einem geringen Prozentsatz aller Mastzelltumoren als ein Proliferationsstimulus angesehen
werden kann, erscheint doch eine Untersuchung des Proteinexpressionsprofils von MZT mit
oder ohne c-kit-Mutation sinnvoll. Zum einen kénnten auch hierbei differenziell exprimierte
Proteine als neue potenzielle therapeutische Ausgangspunkte identifiziert werden, zum
anderen sollte die Analyse des Proteinexpressionsmusters von c-kit-mutierten MZT
Ruckschlisse auf den Einfluss der Mutation auf das Proteom erlauben.

Zu diesem Zweck wurden sechs kanine kutane Mastzelltumoren (MZT) mit
unterschiedlichem  c-kit-Mutationsstatus  untersucht. Drei Tumoren wiesen eine
Tandemduplikation im Exon 11 auf, die anderen drei zeigten keine Mutation. Beide Gruppen
setzten sich, entsprechend der aktuellen histologischen Grading-Systeme, aus jeweils 2
Grad 3 bzw. high-grade MZT und einem Grad 2 bzw. low-grade MZT zusammen (Kiupel et
al.,, 2011; Patnaik et al., 1984). Unter Verwendung der gleichen Methoden (2D-DIGE und
Massenspektrometrie) wie im ersten Abschnitt dieser Arbeit konnten schlussendlich 15
verschiedene Proteine mit statistisch signifikanten Expressionsunterschieden (fold-change >
|1,5]; p < 0,05) zwischen beiden Tumorgruppen identifiziert werden. Unter ihnen fanden sich
vor allem Zellmotilitats-assoziierte Proteine, Proteine aus dem Lipidstoffwechsel sowie

extrazellulare Serumproteine.
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4.2.1 Motilitats-assoziierte Proteine

Drei Proteine, denen eine Beteiligung an der Zellmotilitdt zugeschrieben wird, konnten in der
Mutationsanalyse identifiziert werden. Neben dem schon aus der Grad-Analyse bekannten
beta actin (ACTB) waren dies das actin-related protein 2 (ACTR2) und das capping protein
(actin filament) muscle Z-line (CAPPA1).

Letzteres geh6rt zur Familie der F-actin capping proteins und ist so an der
Wachstumsregulation der Aktinfilamente beteiligt. Eine Uberexpression wurde im
Zusammenhang mit oralen Plattenepithelkarzinomen, ovariellen Adenokarzinomen und
invasiven Mammakarzinomen in der Humanmedizin beschrieben (Nomura et al., 2008;
Partheen et al., 2008; Renz et al., 2008).

ACTR2 gehort ebenso wie ACTR3 zum ARP2/3-Komplex und ist somit Uber die
Lamellipodien-Regulation essenziell fir die Zellmotilitat (Butler and Cooper, 2009). Erhdhte
Proteinwerte wurden im Zusammenhang mit humanen invasiven Mamma-, Lungen- und
kolorektalen Karzinomen beschrieben und sprechen erneut fir eine Beteiligung des
Proteinkomplexes an der Zellinvasion und Tumorzellmetastasierung (Yarar et al., 2002;
Yokotsuka et al., 2011).

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen fir einen Einfluss der c-kit-Mutation auf die
Zellmotilitat von Mastzellen. Obwohl bislang keine Studie einen Grad-unabhangigen,
signifikanten Unterschied im klinischen Verhalten, also der Metastasierungs- bzw.
Rezidivrate, zwischen mutierten und nicht-mutierten MZT verifizieren konnte, scheinen die
wesentlichen Unterschiede zwischen beiden Tumorgruppen in der Expression von Motilitéats-
assoziierten Proteinen zu liegen (Downing et al., 2002; Giantin et al., 2012; Zemke et al.,
2002). Hingegen konnten Proliferations-assoziierte Proteine nicht in nennenswerter Anzahl

identifiziert werden.

Eine Bestatigung der Ergebnisse kénnte mittels Migrationsassay und knock-down der
identifizierten Proteine in der c-kit-mutierten C2-Mastzelltumorzelllinie erfolgen.

4.2.2 Lipidmetabolismus

Arachidonate 15-lipoxygenase (ALOX15), long chain fatty acid CoA-ligase 1 (ACSBG1) und
Copine 1 (CPNET1) sind wichtige Proteine des Lipidstoffwechsels bzw. des Transports und
der Ausschleusung membrangebundener Vesikel aus der Zelle.

ALOX15 und CPNE1 fanden sich in erhdéhter Konzentration in den c-kit-mutierten MZT,
wahrend ACSBG1 in dieser Tumorgruppe vermindert exprimiert war.
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ALOX15 ist an der Synthese und dem Metabolismus der Hydroxyperoxidase beteiligt und
neuere Studien belegen eine Assoziation zwischen diesem Protein und einer verstarkten
Tumorzellinvasion und Metastasierung in humanen Mammakarzinomen (Kerjaschki et al.,
2011).

CPNE1 ist als Calcium-abhangiges Protein an molekularen Prozessen am Ubergang
zwischen Zytoplasma und Zellmembran beteiligt (Skawran et al., 2008).

Keines der genannten Proteine wurde bislang im Zusammenhang mit kaninen kutanen
Mastzelltumoren beschrieben, doch ein unterschiedlicher Lipidstoffwechsel in den
verschiedenen Tumorgruppen kdnnte eine mogliche Erklarung flr die hier identifizierten,

differenziell exprimierten Proteine sein.

4.2.3 Extrazelluldre Serumproteine

Fibrinogen (gamma chain, FGG), Apolipoprotein A1 (APOA1), Fetuin A (AHSG),
Serumalbumin (ALB) und die Immunglobuline C und D (gamma heavy chain C / D, IGGC,
IGGD) gehdren zur Gruppe der extrazellularen Serumproteine. Sie werden im Allgemeinen in

der Leber produziert und von dort in den peripheren Blutstrom abgegeben.

Alle der genannten Proteine zeigten in der vorliegenden Studie eine geringere Expression in
den c-kit-mutierten MZT, im Vergleich zu den nicht-mutierten MZT.

Eine mdgliche Erklarung fir dieses Phanomen kdnnte ein unterschiedlicher Gehalt an
Tumorzellen und umgebendem stromalen Bindegewebe in den verschiedenen
Tumorgruppen sein. Da nach erneuter histologischer Durchsicht aller Schnittpréaparate ein
solches Ungleichgewicht jedoch ausgeschlossen werden kann, riickt diese Hypothese in den
Hintergrund.

Eine weitere Ursache kénnte im unterschiedlichen klinischen Verhalten der MZT liegen. So
kénnten die nicht-mutierten MZT-Zellen, &hnlich wie normale Mastzellen, verstarkt
vasoaktive Faktoren ausschitten und somit zu einer erhdhten GefaBpermeabilitéat und einem
nachfolgenden erhéhten Gehalt an Serumkomponenten im Tumorgewebe beitragen. Dies
wirde im Umkehrschluss bedeuten, dass die nicht-mutieten MZT-Zellen eine geringere
Entdifferenzierung im Vergleich zu den mutierten Tumorzellen aufwiesen. Leider konnte
diese Vermutung anhand des histologischen Bildes der einzelnen Tumoren nicht bestatigt

werden.

Dritte mdgliche Ursache konnte eine zufallige, verstarkte Degranulation der Tumorzellen

dieser Tumorgruppe im Zuge der Manipulation bei der operativen Entfernung der MZT sein.
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4.3 Schlussfolgerungen aus beiden Analysen

Sowohl der Vergleich von MZT unterschiedlichen histologischen Grades als auch mit
unterschiedlichem c-kit-Mutationsstatus identifizierte differenziell exprimierte Proteine

zwischen den jeweiligen Tumorgruppen.

Bei der Grad-Analyse standen dabei Proteine im Vordergrund, die mit erhdhter Stress-
Resistenz und Zellmotilitat assoziiert sind sowie Mastzell-typische Differenzierungsproteine.

All diese Ergebnisse kbnnen mdgliche Erklarungen flr das klinisch aggressive Verhalten und
den abnehmenden Differenzierungsgrad von Grad 3 MZT sein. Eine nachfolgende
Validierung der Ergebnisse mit weiteren molekularbiologischen Methoden und grdBeren
Fallzahlen ist selbstverstandlich nétig. Doch sollten die Ergebnisse bestatigt werden kénnen,
stellen sie mdgliche neue Anhaltspunkte flir weitere Therapiestrategien dar.

Im Gegensatz zu diesen deutlichen Ergebnissen erbrachte die Mutationsanalyse
Uberraschend wenige differenziell exprimierte Proteine mit Assoziation zu aggressivem
Verhalten. Neben der Uberexpression einiger Zellmotilitats-assoziierter Proteine standen ein
vermehrter Gehalt an Lipidmetabolismus-assoziierten Proteinen und eine verringerte
Konzentration von extrazellularen Serumproteinen in der Gruppe der c-kit-mutierten MZT im
Vordergrund. Proliferations-assoziierte Proteine konnten darliber hinaus nicht in

nennenswerter Anzahl identifiziert werden.

Diese relativ geringen Unterschiede mit Relevanz fir das klinische Verhalten der MZT
kdénnten die Hypothese unterstiitzen, dass die c-kit-Mutation alleine von geringerem Einfluss
ist als der histologische Grad. Diese Aussage spiegelt sich auch im tatsachlich
beobachteten, nicht unterscheidbaren klinischen Verhalten der Tumoren wider. Darlber
hinaus steht diese Hypothese im Einklang mit der grundsatzlich geringen Inzidenz von
Mutationen im Protoonkogen c-kit in der Gesamtheit der kaninen kutanen Mastzelltumoren.

Die insgesamt geringe Anzahl von differenziell exprimierten Proteinen in beiden Vergleichen
kdénnte einerseits auf die verwendete Methode zurtickgefiihrt werden, kann andererseits aber
auch in der Heterogenitat der Tumorzellpopulation begriindet sein. So musste fiir eine
signifikant unterschiedliche Expression eine relativ ahnliche Proteinregulation in allen

Tumoren einer Gruppe nachweisbar sein.

AbschlieBend kann somit die erste Hypothese unterstitzt werden, da Grad 1 und Grad 3
Mastzelltumoren deutliche Unterschiede in ihrem Proteinexpressionsprofil aufweisen.

Die zweite Hypothese hingegen kann nicht gestiitzt werden, da die Tandemduplikation im
Exon 11 des Protoonkogens c-kit offensichtlich nicht zu nennenswerten Veranderungen der

Expression Proliferations-assoziierter Proteine fuhrt.
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5 Zusammenfassung

Auswirkungen des histologischen Grades und des c-kit-Mutationsstatus auf das
Proteinexpressionsprofil kaniner kutaner Mastzelltumoren

Patricia Schlieben

Die am haufigsten diagnostizierte Neoplasie der Haut des Hundes ist der kutane
Mastzelltumor (MZT). Entsprechend seinem histologischen Zellbild und dem verwendeten
Grading-System werden zwei bzw. drei unterschiedliche histologische Grade differenziert.
Wahrend Grad 1 bzw. low-grade MZT durch gut differenzierte monomorphe Tumorzellen
charakterisiert sind und weder zur Metastasierung noch zur Rezidivbildung neigen, enthalten
Grad 3 bzw. high-grade MZT entdifferenzierte, pleomorphe Mastzellen, die haufig

metastasieren und rezidivieren.

Obwohl Mastzelltumoren, ahnlich wie Mammatumoren, seit langerer Zeit im Mittelpunkt der
Forschung stehen, sind molekularbiologische Details, die zu diesem offensichtlichen
unterschiedlichen klinischen Verhalten fihren, weitgehend unbekannt.

GroBe Hoffnung wurde auf den Stammzellfaktor-Rezeptor KIT und sein Protoonkogen c-kit
gelegt, dessen Aktivierung in normalen Mastzellen die Zellproliferation und -reifung sowie die
Migration und Degranulation von Zellen steigert. Die Identifikation von aktivierenden
Mutationen, wie etwa die Tandemduplikation im Exon 11, lieBen dementsprechend einen
groBen Einfluss auf die Proliferation und Progression von kaninen Mastzelltumoren
vermuten. Der direkte Einfluss der c-kit-Mutation auf das Proteinexpressionsprofil mutierter
MZT-Zellen wurde bislang jedoch noch nicht analysiert. Dartiber hinaus wurden bis heute nur
bei circa 12 % aller MZT, bzw. 40 % der Grad 3 MZT entsprechende Mutationen identifiziert.
Dies wiederum fihrt zu der Frage, welche anderen molekularbiologischen Veranderungen
das aggressive klinische Verhalten der hdhergradigen MZT verursachen.

In der vorliegenden Studie wurden deshalb die Proteinexpressionsmuster kaniner kutaner
MZT mit unterschiedlichem histologischen Grad (je n=5) bzw. unterschiedlichem c-kit-
Mutationsstatus (je n=3) mittels zweidimensionaler differenzieller Gelelektrophorese
verglichen und differenziell exprimierte Proteine im Anschluss mittels Massenspektrometrie
identifiziert.

Tumoren mit unterschiedlichem histologischen Grad unterschieden sich in der Expression
von 13 Proteinen. Dabei handelte es sich vorrangig um Stressproteine, mit Zellmotilitat
assoziierte Proteine und Mastzell-typische Differenzierungsproteine. Eine Validierung der
Ergebnisse mit Hilfe weiterer biochemischer Methoden und gréBerer Fallzahlen wird im
Weiteren zeigen, ob das aggressive klinische Verhalten héhergradiger MZT mdglicherweise
durch die veranderten Expressionsprofile dieser Proteine erklarbar sein kdnnte.
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In der Mutationsanalyse, dem zweiten Teil der vorliegenden Arbeit, konnten 15
verschiedene, signifikant differenziell exprimierte Proteine identifiziert werden. Entgegen der
Arbeitshypothese fanden sich jedoch keine Proliferations-assoziierten Proteine im
differenziellen Proteom. Diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass der Nachweis
der c-kit-Mutation, im Gegensatz zum histologischen Grad, von geringer Relevanz fir die
Prognose des klinischen Verhaltens kaniner kutaner Mastzelltumoren ist.
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6 Summary

Impact of Histological Grade and c-kit-Mutations on the Protein Expression Profile of
Canine Cutaneous Mast Cell Tumors

Patricia Schlieben

Cutaneous mast cell tumors (MCT) are one of the most common skin tumors in dogs.
According to their histological appearance and the applied grading-system two or three
different histological grades have to be distinguished. Grade 1 or low-grade MCT are
characterized by well differentiated monomorphic tumor cells which neither tend to
metastasize nor recur. Grade 3 or high-grade MCT are composed of dedifferentiated

pleomorphic mast cells which often recur or even metastasize to distant organs.

Although mast cell tumors are in the focus of research worldwide molecular details which
provide the basis for this different clinical behavior are in most aspects unknown.

Studies about KIT, the receptor for stem cell factor, and its proto-oncogene c-kit revealed
promising results, as the identification of an activating internal tandem duplication in exon 11
lead to the assumption that KIT activity is of major relevance to MCT proliferation and
progression. Impact of c-kit-mutations on the protein expression profile of mutated MCT cells
is however unknown. Since recent studies identified c-kit-mutations in only 12 % of all MCT
and 40 % of grade 3 MCT, other molecular alterations have to be responsible for the
aggressive clinical behavior of grade 3 MCT.

Therefore, the present study compared the protein expression patterns of grade 1 and grade
3 MCT (each n=5) and of MCT with or without c-kit-mutation (each n=3) by two-dimensional
difference gel electrophoresis. Differentially expressed proteins were identified by mass
spectrometry subsequently.

Tumors of distinct histological grade differed in the expression of 13 proteins. Most of them
are associated with stress resistance, cell motility and mast cell differentiation. Further
studies are needed now to evaluate if these modified expressions patterns are responsible
for the aggressive clinical behavior of grade 3 MCT.

The comparison of c-kit-mutated and non-mutated MCT revealed 15 significantly differentially
expressed proteins. Contrary to the second hypothesis no proteins with an association to
increased proliferation activity were detectable. These results substantiate the assumption
that activating mutations in the proto-oncogene c-kit are of less relevance for clinical
behavior than the histological grade.
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