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Zusammenfassung

Tumoren des Gesduges sind die hdufigste Krebsart bei Hiindinnen, die eine grof3e
histopathologische Variabilitdt aufweisen. Jedoch ist iiber die genaue genomische
Zusammensetzung dieser Tumore nur wenig bekannt. Im Rahmen einer Studie haben
wir Mammakarzinome von fiinf Hiindinnen mit modernen Hochdurchsatzsequenzie-
rungstechnologien auf strukturelle und Kopienzahlverdanderungen im Vergleich zum
somatischen Genom analysiert und diese mit einer ,,droplet“ digitalen PCR (ddPCR)
validiert. Neben chromosomalen Aneuploidien konnten auflerdem kleinere Deletio-
nen und interchromosomale Fusionen in den Tumoren nachgewiesen werden. Haufig
waren von den Aberrationen bekannte Oncogene, wie cMYC und KIT, betroffen. In
vier der Tumoren konnte eine Deletion des proximalen Endes von Chromosom 27
nachgewiesen werden, in der das Tumorsuppressorgen Prefoldin 5 (PFDN5) gelegen
ist. Mittels ddPCR konnte diese Deletion in 50% der Mammakarzinome (N = 20) detek-
tiert werden. Zum Nachweis der Deletion in zellfreier plasmatischer DNA wurde eine
Bruchpunkt spezifische PCR entwickelt. Bei einer Hiindin konnten spezifische Signale
noch ein Jahr nach der Operation festgestellt werden, welche auf eine Lungenmeta-
stase zuriickzufiihren waren. Durch Sequenzierung der zellfreien plasmatischen DNA
konnte gezeigt werden, dass samtliche chromosomalen Aberrationen auch im Blut der
Hiindinnen nachweisbar waren. Neben spezifischen caninen zeigten die identifizier-
ten Verdnderungen Ahnlichkeiten mit humanen Tumoren. Unsere Ergebnisse zeigen,
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dass es moderne Hochdurchsatzsequenzierungstechnologien erlauben individuelle
Tumormarker zu identifizieren, die eine gezielte Uberwachung der Tumorentwicklung
und Metastasierung ermdoglichen.

Einleitung

Die haufigsten neoplastischen Erkrankungen bei Hiindinnen sind Tumoren des
Gesduges, die mehr als 40% aller Tumoren ausmachen (Dorn et al., 1968; Dobson
et al., 2002; Merlo et al., 2008; Vascellari et al., 2009; Sleeckx et al., 2011). Ita-
lienische und britische Studien berichten von einer Inzidenz von ca. 200/100.000
Hunde/Jahr (Dobson et al., 2002; Merlo et al., 2008; Vascellari et al., 2009). Eine
signifikante Reduktion der Inzidenz wird in Lindern erreicht, in denen die Ovari(o)-/
Hysterektomie bei jungen Hiindinnen regelmé@Big eingesetzt wird (Sleeckx et al.,
2011). In einer eigenen 3-jahrigen klinischen Studie haben wir eine jahrliche Inzi-
denz von ca. 1% bei insgesamt 9265 Hunden feststellen konnen. Die meisten caninen
Mammatumoren sind epitheliale Tumore, wiahrend ein kleinerer Anteil epithelialer
und myoepithelialer Herkunft ist, sog. komplexe Karzinome. Ein geringer Anteil der
Tumore ist mesenchymaler Herkunft, die aber auch epitheliale Gewebe enthalten
konnen (Karzinosarkom) (Sleeckx et al., 2011).

Humane und canine Mammatumoren weisen viele Ahnlichkeiten, wie Thera-
piemdglichkeiten, Inzidenz unterschiedlicher Tumorarten sowie persdnliche und
umweltbedingte Risikofaktoren, auf (Paoloni and Khanna, 2008; Rowell et al., 2011).
Dariiber hinaus zeigt das humane Genom umfangreichere Homologien mit dem cani-
nen als dem murinen Genom auf (Lindblad-Toh et al., 2005). Aus diesem Grund
wird der Hund auch als das geeignetere biomedizinische Model zur Erforschung
humaner Tumoren sowie deren Therapie angesehen (Lindblad-Toh et al., 2005;
Khanna et al., 2006). Weitere Ahnlichkeiten betreffen die spontane Tumorgenese,
genetische Pradisposition, juvenile Adipositas sowie die Altersabhéngigkeit (Sleeckx
et al., 2011). Bei humanen Mammatumoren wird routineméif3ig die Expression der
Ostrogen/Progesteron-Rezeptoren (ER/PR), des epidermalen Wachstumsfaktor Re-
zeptors 2 (HER2/ERBB2) sowie basale und myoepitheliale Marker bestimmt (Queiroga
et al., 2011). Danach werden die malignen Tumoren Kklassifiziert in ER/PR positive
Typen Luminal A (ERBB2 negativ) und Luminal B (ERBB2 positiv) sowie die ER/PR
negativen basalen, ERBB2 positiven und normalen Tumoren. Die gleichen Subtypen
wurden auch beim Hund nachgewiesen, wenngleich diese Faktoren nicht routine-
mafig klinisch diagnostiziert werden (Gama et al., 2008; Sassi et al., 2010). Die
Expression von ER/PR und HER2 in humanen Mammatumoren sind wesentliche
Indikatoren fiir die Prognostik und Tumortherapie (Tsuda, 2009). ER und PR posi-
tive Tumoren findet man beim Hund seltener, was gegebenenfalls auf eine geringere
hormonelle Abhingigkeit caniner Tumoren schliefen ldsst (Rutteman et al., 1988b).
Eine verminderte ER-Expression wurde in gréf3eren Tumoren mit Lymphknotenbetei-
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ligung und infauster Prognose beschrieben (Nieto et al., 2000). Das beim Menschen
iiblicherweise als Anti-Ostrogen-Medikament eingesetzte Tamoxifen zeigt beim Hund
keine Wirkung und auch die Reaktion auf Chemotherapeutika, wie z. B. Doxorubicin
und Docetaxel, ist beim Hund unterschiedlich (Morris et al., 1993; Simon et al., 2006;
Sleeckx et al., 2011). Aufgrund des sonst eindeutigen prognostischen Werts von ER/PR
und HER2/ERB2 werden beim Hund vor allem auch die Tumorgréfle, histologische
Differenzierung, Lymphknotenbeteiligung und das invasive Wachstum des Tumors
als wichtige prognostische Indikatoren verwendet (Sleeckx et al., 2011). Ein direkter
Vergleich humaner und caniner Tumorarten ist jedoch wegen des unterschiedlichen
Klassifizierungssystems schwierig (Tsuda, 2009). Dennoch entspricht das beim Hund
am haufigsten auftretende einfache tubulopapilldre Karzinom am ehesten dem huma-
nen tubulopapilldren Karzinomtyp des invasiven ductalen Karzinoms (Hellmen, 2005;
Tsuda, 2009). Strandberg und Goodman postulieren, dass die caninen infiltrativen
malignen epithelialen Neoplasien der Milchkandle histologisch dem humanen duc-
talen Karzinom sehr dhnlich sind (Strandberg and Goodman, 1974). Sarkome oder
Karzinosarkome wie beim Hund sind dagegen beim Menschen sehr selten (Hellmen,
2005). Auch gemischte Tumoren mit myoepithelialen Anteilen findet man beim Men-
schen selten.

Ein Tumorkennzeichen ist u. a. das Auftreten struktureller genomischer Aberra-
tionen mit Verdnderungen der Kopienzahlen, sog. copy-number Imbalanzen (CNI),
oder Kopienzahl neutraler chromosomaler Umlagerungen (Negrini et al., 2010; Tang
et al., 2010; Angstadt et al., 2011; Maeda et al., 2012). Bei humanen Tumoren sind
auflerdem tumorspezifische chromosomale Verdnderungen beschrieben worden
(Beroukhim et al., 2010). Da cytogenetische Untersuchungen beim Hund durch die
Vielzahl von Chromosomen erschwert sind, eignen sich hier vor allem Verfahren der
vergleichenden genomischen Hybridisierung mittels Microarrays (aCGH) (Thomas et
al., 2007; Muller et al., 2012). Auf diese Weise konnten erst kiirzlich umfangreiche
zwischen Hund und Mensch iiberlappende CNI-Regionen beim Darmkrebs identifi-
ziert werden (Tang et al., 2010). Chromosomale Instabilititen werden in zunehmen-
dem Umfang beim Menschen durch den Einsatz von Hochdurchsatzsequenzierungen
(,next generation sequencing®, NGS) untersucht (Schweiger et al., 2011). Durch die
Analyse sog. ,,paired-end mapping“ (PEM) Signaturen von Tumor-DNAs kénnen nicht
nur alle Aberration einwandfrei identifiziert sondern auch die genaue chromosomale
Lokalisation bestimmt werden.

Zell-freie Nukleinsduren (cfNA) im Blut wurden erstmals 1948 von Mandel und
Métais beschrieben (Mandel and Métais, 1948). Jedoch erst seit dem Nachweis von
KRAS Punktmutationen im Blut von Krebspatienten 1994 wurde begonnen cfNAs
intensiver vor allem in der Krebsdiagnostik zu untersuchen und anzuwenden (Soren-
son et al., 1994; Vasioukhin et al., 1994; Schwarzenbach et al., 2011). Seither wurden
nahezu alle tumor-assoziierten genomischen, genetischen und epigenetischen Ver-
dnderungen in cfNA untersucht (Schwarzenbach et al., 2011). Hierzu gehoéren u. a.
Mikrosatellitenveranderungen, Punktmutationen, Verdnderungen repetitiver Ele-
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mente und DNA-Methylierung (Beck et al., 2010; Leary et al., 2010; McBride et al.,
2010). Bemerkenswert ist dabei, dass die Untersuchung von cfNAs im Vergleich zu
anderen Verfahren eine einfache, minimal-invasive Diagnostik darstellt. Wir haben in
der vorliegenden Studie fiinf Hiindinnen mit unterschiedlichen Tumoren des Gesdu-
ges mittels NGS untersucht und konnten dabei tumor-spezifische Veranderungen
nachweisen, die auch in den cfNAs detektierbar waren (Shaw et al., 2012; Chan et al.,
2013).

Material und Methoden

Klinische Proben

Tumorgewebe von fiinf Hiindinnen wurde im Rahmen der tierdrztlichen Behandlung
in der Poliklinik des Tierdrztlichen Instituts der Georg-August Universitdt Géttingen
operativ entfernt. Das Gewebe wurde fiir die Klassifizierung histopathologisch unter-
sucht. Weitere 15 Hiindinnen wurde im Laufe der Studie mittels ddPCR untersucht.
Tabelle 1 gibt die Details der untersuchten Proben, histopathologischen Klassifikation
sowie das Kastrationsalter der Hiindinnen wieder.

Tab. 1. Untersuchte Hiindinnen und Tumorklassifikation.

Tumor-Nr. Hunderasse Kastrationsalter Tumor

30 Jack Russel Terrier 13 Osteosarkom

35 Border Collie 12 einfach tubulopapillar
40 Golden Retriever 10 einfach tubulopapillar
47 Franz. Bulldogge 6 einfach tubulopapilldr
49 Weifler Schweizer Schaferhund 9 komplexes Karzinom
52 Deutscher Schaferhund 9 einfach tubulopapillar
60 Mongrel 1 komplexes Karzinom
65 Deutsch. Spaniel 9 komplexes Karzinom
69 Mongrel 14 einfach solid

73 Golden Retriever 5 einfach solid

78 Mongrel 1 einfach tubulopapillar
81 Deutsche Bracke 13 einfach solid

83 Mongrel 15 einfach tubulopapillar
86 Deutsch Drahthaar 7 einfach solid

92 Golden Retriever 10 Karzinosarkom

97 Labrador Retriever 7 einfach tubulopapillar
98 Mongrel 7 einfach tubulopapillar
99 Deutscher Schaferhund 5 komplexes Karzinom
104 Gebirgsschweifhund 15 einfach tubulopapillar

108 Pudelpointer 8 einfaches Karzinom
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Blutentnahme und Extraktion zellfreier und genomischer DNA

5-6 mL Blut wurden entnommen und bei 4000 x g fiir 15 min und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in eines neues Reaktionsgefaf; iiberfiihrt und bis zur weiteren
Bearbeitung bei —20 °C gelagert. Zur Extraktion der genomischen DNA wurden auf3er-
dem die Blutzellen (PBMC) bei —20 °C aufbewahrt. Nach der operativen Entfernung
wurden Teile der Tumoren homogenisiert.

Fiir die Isolierung der cfDNA wurden die zelluldren Restbestandteile einer 0,7 mL
Plasmaprobe durch Zentrifugation bei 4000 x g fiir 20 min entfernt und der Uberstand
vorsichtig abgenommen. Die cfDNA wurde aus jeweils 0,6 mL gereinigtem Plasma mit
dem High Pure Viral Nucleic Acid Extraction Kit (Roche Applied Sciences) gemifd den
Angaben des Herstellers isoliert.

Genomische DNA wurde aus 25 mg homogenisiertem Tumorgewebe mit dem QIA-
GEN Blood and Tissue Kit (Qiagen) gemdfl den Angaben des Herstellers extrahiert.
Aus den PBMC wurde die DNA nach einem modifizierten Protokoll von Miller isoliert
(Miller et al., 1988).

Herstellung der DNA-Bibliotheken und DNA-Sequenzierung

»Mate-pair” Bibliotheken wurden fiir das SOLiD4+ System (Lifetechnologies) wie
beschrieben hergestellt (McKernan et al., 2009). Dazu wurde die genomische DNA auf
eine Grofle von ca. 3 kb fragmentiert und nach der Zirkularisierung, Nick-translation
und Adaptorligation als Matrize fiir eine Emulsions-PCR verwendet. Die Sequenzie-
rung von 40 bp (read 1) und 50 bp (read 2) wurden auf einem SOLiD4+ Objekttrager
durchgefiihrt. ,,Paired-end” Bibliotheken wurden von 2 Tumoren, 2 entsprechenden
cfDNAs und fiinf PBMC-Kontrollgenomen angefertigt und sequenziert (50 bp read 1,
35 bp read 2).

Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden gegen das canine Referenzgenom (can-
Fam 2) mit der Bioscope Software (Lifetechnologies) verglichen. Doppelte und qua-
litativ unzureichende Daten wurden mit PICARD Software eliminiert (http://picard.
sourceforge.net).

Vergleichende Untersuchung der DOC (,,depth of coverage®)

Zur Bestimmung der Verhaltnisse und p-Werte fiir jedes Tumor/PBMC-Paar wurde das
Programm CNV-seq mit normalisierten Lesedichten in den entsprechenden Auswer-
tungsbereichen verwendet (Xie and Tammi, 2009). Die Konfidenzniveaus zur Berech-
nung der Kleinsten Auswertungsbereiche fiir jede Probe wurden auf p = 0,0001 und
einem Verhiltnis von log 2 = 0,6 (1?) festgesetzt. Die erhaltenen Verhiltnisse wurden
nach Parzen-Rosenblatt geglittet (Rosenblatt, 1956; Parzen, 1962).
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Kartierung von ,,paired-end“ Signaturen (PEM)

Aberrante ,,paired-end“ Signaturen wurden mit dem Programm SVDetect analysiert
(Zeitouni et al., 2010). Eine PEM-Signatur wurde als aberrant angesehen, wenn die
Enden nicht korrekt im Abstand, der Anordnung oder Orientierung waren. Der Grenz-
wert fiir Deletionen und Duplikationen wurde auf 4 Standardabweichungen der mitt-
leren Insertlange der Bibliothek im Vergleich zum caninen Referenzgenom festgesetzt.
Es wurden mindestens 3 informative Sequenzen bei Tumoren und 1 Sequenz bei PBMC
als Voraussetzung fiir die Annahme eines korrekten Ergebnisses ausgewertet. Alle
Daten wurden mittels unterschiedlicher Filter bereinigt.

Digitale PCR zur Untersuchung der proximalen CFA27-Deletion

Zur Analyse der proximalen Deletion von CFA27 in den Tumoren wurde eine ,,dro-
plet“ digitale PCR (ddPCR) verwendet. 1 pg genomische Tumor- und entsprechende
PBMC-DNA wurden mit 5 U Apol in 25 puL Volumen gespalten. Die ddPCR wurde mit
einem QX100 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad) durchgefiihrt. Die 20 pL Reak-
tionen enthielten 2 x ddPCR Master Mix (Bio-Rad), 900 nmol/L der entsprechenden
PCR-Primer, 250 nmol/L der Hydrolyseprobe und 60 ng DNA. Die Primer lagen ca.
1700 bp auflerhalb des PFDN5-Gens (CFA27.F: CAGGTGCAGCCCCAATAAGA; CFA27.R:
CCCCGCTTCTGTACTACGTC; CFA27-Probe: 6-FAM-TTGAGTCGGGGAGCCTGGCG-BHQ1).
Als Kontrolle wurde ein Bereich auf CFA32 amplifiziert (CF32.F: AAAAGCCTCCAATCC
CCGAG; CFA23.R: CCTGACAGAAAAAGCAGCCC; CFA32-Probe: HEX-CTCCGTGACAAGTC
AAGCTCAATAGCCT-BHQ1). Jede 20 pL PCR wurde mittels des QX100 Droplet Gene-
rators (Bio-Rad) in 20.000 Tropfen einer Wasser-in Ol-Emulsion iiberfiihrt. Die Reak-
tionsbedingungen waren 95 °C fiir 10 min gefolgt von 50 Zyklen bei jeweils 95 °C fiir
30 sec und 62°C fiir 1 min. Nach der PCR wurden die Reaktionen in einen QX100
Droplet-Reader verbracht. Die durchschnittliche Anzahl an ausgewerteten ,,droplets®
betrug 14.121 (SD: 995). Die Kopienzahl der entsprechenden Fragmente wurde mit der
Software Quantasoft™bestimmt (Pinheiro et al., 2012).

Quantifizierung individueller Umlagerungen

Weitere digitale PCR wurden zur Untersuchung tumor-spezifischer Umlagerungen in
der Tumor-DNA und cfDNA entwickelt. Zur Kontrolle wurde ein Fragment aus dem
FGF5-Gen auf CFA32 verwendet (FGF5.F: GAGAGGTAGTGAGAAGGTCAAAG; FGF5.R:
ACAATTCACATTATGGATGCCAAG). Die Reaktionen wurden in 5 pL Volumen mit 0,25 U
Faststart DNA Polymerase (Roche), 200 pmol/L dNTPs, 500 nmol/L der entsprechen-
den Primer durchgefiihrt. DNA wurde in einer Konzentration von 0,5 Genomaquiva-
lenten beigemischt (1,3 ng insges.). Die Reaktionen wurden bei 95 °C fiir 10 min gestar-
tet und dann mit 50 Zyklen bei 95 °C fiir 30 sec, 62 °C fiir 30 sec und 72 °C fiir 30 sec auf
einem Light Cycler 480 (Roche) fortgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch Zugabe von
EvaGreen in einer 384-Platte, die zu einer Halfte die Umlagerungs-spezifischen Primer
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und zur anderen Halfte die FGF5-Kontroll-PCR-Primer enthielt. Die Kopienzahl jeder
Probe wurde auf Grundlage einer Poisson-Verteilung berechnet. Das Verhiltnis der
Bruchpunkt-Fragmente und der FGF5-Fragmente wurde fiir jede Tumor- und cfDNA
bestimmt.

Ergebnisse

Sequenzabdeckung und Mutationsanalyse

Die ,,mate-pair” Sequenzierung der DNA von 5 Primdrtumoren und entsprechenden
PBMC-Proben ergaben im Durchschnitt insgesamt 37 Millionen auswertbare Laufe. Die
niedrigste Anzahl von Laufen wurde bei der Tumor- und PBMC-DNA von Tier Nr. 52
erhalten (28,4 M; 22,9 M) und die hochste Anzahl bei Tumor 49 (52,9 M). Zusatzliche
»paired-end“ Sequenzierungen ergaben jeweils 88 M, 87 M, 65 M, und 98 M Laufe fiir
T49, T47, PBMC49 und PBMC47. Von den cfDNA wurden bei Tier Nr. 49 und Tier Nr. 47
jeweils 31 M und 15 M Laufe erhalten. Tabelle 2 faf3t die Ergebnisse der Sequenzierun-
gen zusammen.

Tab. 2. Zusammenfassung der Sequenzierungsergebnisse.

Probe Sequenzierung Liufe mittlere Insert-Grof3e (SD)
Tumor 49 mate-pair 52958301 2554 (719)
PBMC 49 mate-pair 46573332 2331 (638)
Tumor 47 mate-pair 37059440 2415 (744)
PBMC 47 mate-pair 42991422 2381 (620)
Tumor 30 mate-pair 28996426 2013 (748)
PBMC 30 mate-pair 35798374 2349 (612)
Tumor 52 mate-pair 28435620 2593 (735)
PBMC 52 mate-pair 22915754 2279 (679)
Tumor 35 mate-pair 29418741 2269 (780)
PBMC 35 mate-pair 47255421 2487 (655)
Tumor 49 paired-end 88240507 88 (55)
PBMC 49 paired-end 64811016 90 (49)
cfDNA 49 paired-end 30960138 145 (67)
Tumor 47 paired-end 86628229 128 (66)
PBMC 47 paired-end 98267227 136 (85)
cfDNA 47 paired-end 14857474 129 (21)
PBMC 40 paired-end 98964511 144 (99)
PBMC 52 paired-end 65341166 89 (42)

PBMC 27 paired-end 86829099 133 (65)
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Untersuchung der Abdeckungstiefe (,,depth of coverage*, DOC)

Mit dem Programm CNV-seq wurden die Kopienzahldnderungen in den fiinf Tumo-
ren ermittelt und im Verhdltnis zur nukledaren DNA der PBMC wiedergegeben. Dabei
wurden jeweils Bereiche von 37.969 bp bei Tier Nr. 49 und 75.380 bp bei Tier Nr. 52
verwendet. Zwei Regionen mit einer Kopienzahlerh6hung konnten fiir T49 bei Chro-
mosom CFA27 und CFA35 nachgewiesen werden. Beide Chromosomen zeigten ein
komplexes Muster von umfangreichen Amplifikationen und Deletionen. Dariiber hin-
aus konnte eine Deletion der Region 42,6-47,9 Mbp auf CFA11 nachgewiesen werden,
die das Tumor-Suppressor-Cluster CDKN2A-CDKN2B enthilt. Der gleiche Bereich war
auch bei T47 deletiert.

Wahrend T49 ein sehr heterogenes Muster an Verdnderungen aufwies, zeigte T47
eher umfangreiche Hypoploidien mit vollstindigem Verlust der Chromosomen CFA2,
3, 5,11, 18, 19, 21, 27, 29, 30, 33, 37 und 38 sowie der Verdopplung von CFA1.

Die héchsten Kopienzahlanderungen wurden bei T30 detektiert. T30 zeigte aufler-
dem einige Ahnlichkeiten mit T47, da diesem Tumor auch die Chromosomen 27, 29,
37 und 38 fehlten. T30 wies dariiber hinaus umfangreiche Deletionen in CFA3 auf.
Dagegen war CFA13, welches die Oncogene cMYC und KIT tragt, amplifiziert. Bei den
untersuchten Tumoren zeigte nur T30 eine Duplikation der Gene HER2/ERBB2. In T52
konnten keine umfangreicheren Verdnderungen festgestellt werden und T35 erschien
bis auf vier kleinere Deletionen, die aber vermutlich auf Sequenzierungsartefakte
zuriickzufiihren waren, unverdndert. Die drei Tumoren des einfachen tubulopapil-
ldren Typs (T47, T52, T35) zeigten keine substantiellen Ahnlichkeiten, abgesehen von
einer geringfiigig hoheren Anzahl an Deletionen in T47 und T52.

Nachweis struktureller Aberrationen

Strukturelle Aberrationen wurden mit dem Programm SVDetect analysiert und durch
unterschiedliche Filter gepriift (Zeitouni et al., 2010). Tabelle 3 gibt die validierten
Aberrationen der fiinf Tumoren wieder. Insgesamt wurden 54 somatische Umlagerun-
gen identifiziert.

Tab. 3. Strukturelle Verdnderungen in fiinf caninen Mammatumoren.

Tumor T49 T47 T30 T52 T35
Insgesamt 23 1 28 2 0
Duplikation 2 0 3 0 0
Insertion 0 0 0 1 0
Deletion 5 0 20 0 0
Translokation 9 1 0 1 0
Inversion 7 0 5 0 0
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Ahnlich wie bei den Kopienzahldnderungen zeigten T49 und T30 die meisten
strukturellen Verdnderungen. In T47 konnte nur eine Translokation nachgewiesen
werden. In T52 konnten eine Translokation und eine Insertionen detektiert werden,
wahrend T35 keine Verdnderungen aufwies. Verglichen zu Untersuchungen beim
Menschen, wiesen die caninen Tumoren weniger strukturelle Verdnderungen auf. Die
Anzahl strukturellen Verdnderungen in den Tumoren ist sowohl beim Mensch als
auch Hund sehr heterogen und es gibt durchaus Tumoren die keine Verdnderungen
zeigen. Abbildung 1 zeigt einen Circos Plot von T49 in dem die verschiedenen Aberra-
tionen zu sehen sind. Deutlich zu erkennen ist eine Anhdufung von Bruchpunkten auf
CFA27 und CFA35. Mehrere interchromosomale Translokationen haben zwischen die-
sen beiden Chromosomen stattgefunden. Die Bruchpunktregionen zeigen komplexe
Umlagerungen mit vielzihligen Anderungen der Kopienzahl. Durch die komplexen
Aberrationen auf CFA27 wurde eine Reihe von Genen unterbrochen, z. B. PPFIBP1 und
SLC2A3 durch Translokation und SOX5, ANO2, MANSCI und CLSTN3 durch Inversion.
Durch die Inversion von SOX5 und ANO2 kam es zu einer Fusion dieser beiden Gene
in den Introns 4 und 11, wobei jedoch auf Grund der invertierten Orientierung von
ANO2 nicht mit einem Fusionsprotein zu rechnen ist. Eine weitere durch komplexe
Aberrationen gekennzeichnete Region befindet sich auf CFA11:42.62—-47.92 Mbp in der
Néahe der Tumor-Suppressor-Region CDKN2A-CDKN2B.

Abb. 1. Strukturelle Aberrationen zwischen CFA27 und CFA35 in Tumor 49.
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Genotypisierung einer Deletion auf CFA27
Wéhrend der grof3ere Anteil an Aberrationen sich in den Tumorgenomen sehr hetero-
gen darstellte, konnte eine Deletion am proximalen Ende von CFA27 bei vier der Tumo-
ren identifiziert werden. Diese Region konnte auf ca. 8,8 Mbp eingegrenzt werden.
Neben u. a. einigen olfaktorischen und Keratin-Genen befinden sich in dieser Region
die beiden Tumor-assoziierten Gene PFDN5 und TMBIM6. Der BAX Inhibitor TMBIM6
fungiert als Oncoprotein, in dem er den apoptotischen Zelltod verhindert (Grzmil et
al., 2006). PFDN5 wurde als Tumor-Supressor beschrieben und stellt damit ein sehr
gutes funktionelles Kandidatengen fiir die Tumorgenese dar (Fujioka et al., 2001).
Mit einer digitalen PCR wurden die Daten der DOC iiberpriift und dazu 15 wei-
tere Tumorgenome auf die CFA27-Deletion untersucht. Die CFA27-Deletion konnte in
den bereits analysierten 4 Tumoren und aufierdem in 6 der 15 zusdtzlichen Tumo-
ren bestdtigt werden. Somit konnte bei 50% der untersuchten Tumoren die CFA27-
Deletion detektiert werden, die aber sonst mit keinem anderen Parameter Korrelierte
(z. B. Tumorklassifikation, Tumorstadium, ER Status, HER2 Genamplifikation). Ledig-
lich der Ki-67 Index war signifikant hher bei Tumoren mit der CFA27-Deletion.

Nachweis der Tumorsignaturen in zellfreier plasmatischer DNA

Fiir jedes der vier sequenzierten Tumorgenome wurden spezifische PCR-Tests zum
Nachweis der chromosomalen Bruchpunkte entwickelt. Bei allen Hunden konnten
die tumor-spezifischen Bruchpunkte in der zellfreien plasmatischen DNA vor der
chirurgischen Entfernung des Tumors nachgewiesen werden. Von Tier Nr. 49 wurden
auflerdem 83 und 89 Wochen nach der Operation Blutproben entnommen und cfDNA
isoliert. Dabei konnte 83 Wochen p. op. noch 5% und 89 Wochen p. op. noch 4,2%
tumor-spezifische Bruchpunkte-Amplicons im Verhaltnis zu den Kontrollen nachge-
wiesen werden. Durch eine computertomographische Untersuchung konnten gezeigt
werden, dass Tier Nr 49. eine Lungenmetastase ausgebildet hatte, die die Persistenz
der tumor-spezifischen Amplicons erklarte (Abb. 2).

Diskussion

Die ,,mate-pair” Sequenzierung von fiinf unterschiedlichen caninen Mammatumoren
ergab ein sehr heterogenes Muster genomischer Aberrationen. Selbst bei den drei
tubulopapilldaren Tumoren konnten keine einheitlichen Verdanderungen nachgewie-
sen werden. Genomische Instabilitat und Mutationen gehoren zu den Charakteristika
der Tumorgenese, wobei die chromosomalen Instabilititen (CNI) zu den hiufigsten
Verdanderungen zdhlen und in vollstindige oder segmentale Aneuploidien unterteilt
werden konnen (Geigl et al., 2008; Hanahan and Weinberg, 2011; Martin et al., 2012).
Wéhrend vollstandige Aneuploidien durch eine inkorrekte Segregation bei der Mitose
entstehen, bilden sich segmentale Aneuploidien, die auch als strukturelle Verdnde-
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Abb. 2. Computertomographische Untersuchung der Hiindin 49. Die Abbildung zeigt zwei Schnit-
tebenen des thorakalen Bereichs der Hiindin 49. Die Pfeile zeigen die Lage der Metastase im Lun-
genparenchym 89 Wochen p. op.

rungen/Aberrationen bezeichnet werden, durch Doppelstrangbriiche wihrend der
Replikation aus (Geigl et al., 2008). Zwei der hier untersuchten Tumorgenome (T49,
T30) zeigten eine Vielzahl struktureller Verdnderungen auf subchromosomaler Ebene,
wahrend bei T47 chromosomale Instabilitdt beobachtet wurden. Hypoploidie, wie in
diesem Tumor, findet man im Gegensatz zum Menschen bei caninen Mammatumoren
relativ hdufig. Dagegen zeigen humane Mammakarzinome sehr oft Amplifikationen
der Chromosomen HSA1q, HSA11g, HSA8q und HSA16p (Hellmen et al., 1988; Rut-
teman et al., 1988a; Hicks et al., 2006; Kwei et al., 2010). Im Genom des Tumors T49
konnten komplexe interchromosomale Umlagerungen innerhalb einiger Chromoso-
men nachgewiesen werden, welche auf eine sog. Chromothripsis hinweisen. Dieses
erst kiirzlich in humanen Tumoren entdeckte Phdnomen beschreibt einen initialen
zelluldren Vorgang, bei dem es zu einer Anhdufung chromosomaler Briiche wahrend
der Mitose kommt (Stephens et al., 2011; Liu et al., 2012; Maher and Wilson, 2012).
Die hier beteiligten caninen Chromosomen CFA27 und CFA35 sind mit den humanen
Chromosomen HSA12 und HSA6 syntdnisch. Wahrend bei HSA6 hdufiger komplexe
Umlagerungen in Mammatumoren beschrieben wurden, scheint HSA12 dafiir weni-
ger bekannt zu sein (Hicks et al., 2006). Die einzige auf CFA27 gelegene Fusion der
Gene SOX5 und ANO2 in T49 wurde in humanen Tumoren bisher nicht beschrieben
und scheint daher funktionell eher keine Bedeutung zu haben. Diese Fusion ist ver-
mutlich das Ergebnis aus den sonstigen umfangreichen Umlagerungen innerhalb des
Genoms und reprasentiert eine individuelle Aberration dieses Tumors.

Die meisten Umlagerungen und Aneuploidien konnten in T30 nachgewiesen wer-
den. Das dort nachweisbare Muster von Aberrationen deutet auf einen sog. Mutator-
phénotyp hin, bei dem es durch die Mutation vieler an der chromosomalen Stabilitat



Genomische Aberrationen in caninen Mammakarzinomen =— 87

beteiligten Gene zu einer Kaskade weiterer Aberrationen kommt (Loeb et al., 2003; Liu
et al., 2012). Eine andere Interpretation wére, dass durch die Aneuploidien und dem
damit verbundenen Verlust einer grofien Vielzahl auch an der Zellteilung und Chro-
mosomenstabilitdt beteiligter Gene, die weitreichenden strukturellen Verdanderungen
ausgelGst werden (Fabarius et al., 2003). Welcher der beiden Vorgédnge nun tatsich-
lich ursachlich fiir die Tumorgenese ist bleibt unklar, aber es ist sicherlich nicht falsch
davon auszugehen, dass beide Prozesse zusammenwirken (Boerkamp et al., 2012).

Die beiden Tumoren T52 und T35 wiesen die geringsten Aberrationen auf. Auch
beim Menschen wurden Mammatumore beschrieben, die nur geringe Ausmafle von
Umlagerungen und Veranderungen zeigen. Solche ,flachen“ Profile konnten aber
auch durch einen héheren Anteil noch nicht neoplastischer Zellen im Bioptat bedingt
sein (Hicks et al., 2006).

Insgesamt zeigten die in den caninen Mammatumoren nachgewiesenen Veran-
derungen grof8e Ahnlichkeiten mit denen beim Menschen. Die Verdnderungen in T47
entsprechen dem einfachen Typ, wahrend T30 dem komplexen Typ I oder ,,sawtooth*
Typ und T49 dem komplexen Typ II oder ,firestorm“ Typ entsprechen (Hicks et al.,
2006). Daneben gibt es aber auch spezies-spezifische Aberrationen, die auf evolu-
tiondr instabile hypervariable Regionen zuriickzufiihren sind, so wie sie z. B. beim
Mensch fiir Chromosom 8p23.1 gezeigt werden konnten (Tang et al., 2010).

Bei der Suche nach durch Deletionen und Amplifikationen betroffener kausaler
Tumor- oder Tumorsuppressorgene fiel besonders die proximale Region von CFA27
auf, die bei ca. 50% der Tumorgenome deletiert war. In dieser Region befindet sich das
Tumorsuppressorgen PEDN5, welches ein Modulator von cMYC ist (Hagio et al., 2006).
Eine reduzierte Expression von PFDN5 wurde u. a. bei durch Progestine induzierten
caninen Mammahyperplasien nachgewiesen (Rao et al., 2009). Die PFDN5 Deletion
war nicht mit erh6hter ER Aktivitat oder HER2 Amplifikation assoziiert, korrelierte
aber mit dem KI-67 Index.

Zur Etablierung eines einfachen nicht invasiven Nachweisverfahrens wurde
neben den Tumorgenomen auch die zellfreie plasmatische DNA (cfDNA) untersucht.
Fiir die tumor-spezifischen Bruchpunkte wurden PCR-Tests entwickelt und damit fiir
den Hund erstmalig eine Quantifizierung der Bruchpunkte im Plasma durchgefiihrt.
Aus Untersuchungen beim Mensch ist bekannt, dass die Amplifikation von Bruch-
punkten in cfDNA eine hervorragende Methode zur Kontrolle des postoperativen Ver-
laufs darstellt (Leary et al., 2010). Bei unseren Untersuchungen fiel bei einer Hiindin
die Persistenz der tumor-spezifischen Bruchpunktamplicons auch noch 89 Wochen
nach der Operation auf. Bei einer computertomographischen Nachuntersuchung der
Hiindin konnte eine Metastase in der Lunge nachgewiesen werden. Damit konnte zum
ersten Mal beim Hund die Einsatzmdoglichkeit der cfDNA in der Tumordiagnostik und
postoperativen Verlaufskontrolle gezeigt werden.

Die zur Zeit noch arbeitsintensive und kostspielige Identifikation individueller
chromosomaler Bruchpunkte und der damit verbundenen initialen Komplettsequen-
zierung von Tumorgenomen ist gegenwartig noch nachteilig fiir einen routineméafligen
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Einsatz dieser Verfahren in der Veterindrmedizin. Dariiber hinaus werden bei Hiin-
dinnen mit Mammatumoren bisher {iblicherweise keine Verlaufskontrollen durch-
gefiihrt. Dennoch weisen unsere Ergebnisse daraufhin, dass auch in der Veterinar-
medizin zukiinftig der Einsatz der zellfreien plasmatischen DNA als Biomarker in der
Diagnostik mit Sicherheit an Bedeutung gewinnen wird.
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