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|. Einleitung und Zielsetzung

I Einleitung und Zielsetzung

Das Feline Fibrosarkom oder feline Injektionsstelssoziierte Sarkom (engl.
feline injection-site sarcoma, FISS) stellt mit%0den haufigsten Hauttumor

bei Katzen dar.

Aufgrund seines aggressiven biologischen Verhaltemsl seines lokal
invasiven Wachstums ist die vollstandige chirurgescEntfernung als
Standardtherapie haufig nicht erfolgreich und lrsirealiger Exzision eines
Primartumors mit Rezidiviraten von bis zu 70 % W&dta Damit ist die
Entstehung dieses mesenchymalen Bindegewebstumoes geflrchtete
iatrogene Komplikation von Impfungen und anderehkstanen Injektionen
bei Katzen, deren Therapie fur Tierdrzte noch imna&ne grolRe
Herausforderung darstellt. Die Atiologie ist bisuteenicht vollstandig geklart,
doch wird ein Zusammenspiel von mehreren Faktosgorfsiert: Zum Einen
das Vorhandensein einer chronisch-granulomatosériigtiung im Unterhaut-
oder Muskelgewebe, hervorgerufen durch langsamrbesbare Substanzen
wie Impfungen, aber auch Depot-Préaparate oder Ftérpdr. Zum Anderen
scheint fir bestimmte Katzen eine individuelle @isiion vorzuliegen, da
einige Katzen trotz vielfacher subkutaner Injekéinriebenslang frei von dieser
Erkrankung bleiben, und andere Katzen eine Praglpo fur diese Krankheit
zu haben scheinen. Letztgenannte weisen FISS infeLaon Jahren an
verschiedenen Injektionsstellen auf. Weiterhin cpe@ das gehaufte Auftreten
von FISS bei miteinander verwandten Tieren sowis daringere Alter
betroffener Katzen fiir eine genetische Komponentelaér Atiologie dieser
Erkrankung. Das Tumorsuppressorprotein p53, auchr ,Wachter des
Genoms* genannt, ist das bekannteste Protein rotektiver Rolle fir die
genetische Integritat im Zellzyklus. Da bei vielBamorerkrankungen (60 %)
des Menschen und einigen Tumorarten bei Tierenwishch eine Mutation
im Gen fur dieses Protein vorliegt, steht es im Usokler Aufmerksamkeit
umfangreicher  Forschungsarbeiten zur  Pathogeneseoplaséischer
Erkrankungen, so auch bei FISS. Wahrend die Anfgegetischer Studien zur
Atiologie des FISS sich auf lichtmikroskopischereBb mit Veranderungen
der Chromosomenanzahl und -struktur beschaftigteriersuchen neueste
Forschungsansatze aus den USA Variationen einzelhgkleotide mit
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molekulargenetischen Methoden. Dabei stellte siaie enochsignifikante
Korrelation zwischen dem Auftreten einer bestimmt&ariante im p53-Gen
und dem FISS heraus. Ziel dieser Arbeit ist esaadleiner Vergleichsstudie
mit Katzen aus dem mitteleuropaischen Raum dieseskadion zu Uberprifen.
Falls die Korrelation sich bestatigen sollte, walamit die Basis fur die
Entwicklung eines Tests auf eine gewisse Pradispodir FISS gegeben und
somit die Basis mdglicher klinischer Anwendungem genetischen Variante
als diagnostisches Hilfsmittel, so dass Friherkagrund Prophylaxe des FISS

in Zukunft mehr Gewicht gegeben werden kénnte.
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1 Literaturtbersicht

1. Das feline Injektionsstellen-assoziierte Sarkom

Das FISS ist ein aggressiver Tumor des Unterhadéigiewebes mit lokal
invasivem  Wachstumsverhalten und  geringer Metastasgsrate
(MARTANO et al, 2011). Sein biologisches Verhalten ist durchnsdles
Wachstum einer soliden, palpatorisch meist gut exograren Masse und
Ausbildung langer Zellauslaufer charakterisierte diich weit in gesunde
Gewebeschichten erstrecken. Untersuchungen mit w@mpmographischen
Aufnahmen (CT) zeigten, dass seine tatsachlichelR&rineist deutlich
unterschatzt wird, da die CT-Aufnahm@nasmessungen von doppelter GrolRe
des zuvor ausgemessenen Tumors ergaben (MCENTDR).2Daraus ergibt
sich die besondere Herausforderung einer vollstgmdi chirurgischen
Entfernung fir den Operateur, da verbleibende Tuasilnfiltrate haufig
Ursprung eines Rezidivs sind. Aufgrund der gesehilth Problematik ergibt
sich bei chirurgischer Exzision eine Rezidivraté Pemartumoren von bis zu
70 % (DAVIDSON et al, 1997, HERSHEYet al, 2000), sofern kein
ausreichend weiter Abstand (3 - 5 cm) der Schmigtlizum palpierbaren
Tumor eingehalten werden kann, und auch mindes&res Muskelschicht in
der Tiefe mitreseziert wird, wodurch die Rezidierdaut einer Studie auf bis
zu 14 % gesenkt werden kann (PHELPESal, 2011). Eine andere Studie
beschreibt Rezidivraten von 35 % bei radikaler wigischer Entfernung
(MARTANO et al, 2005); weitere Studien beschreiben Rezidivratem 41
bis 45 % selbst bei der Kombination von radikaleiruwrgischer Entfernung
und Radiotherapie mit oder ohne Chemotherapie (CIRIOBt al, 1998;
COHEN et al, 2001; KOBAYASHI et al, 2002; ECKSTEINet al, 2009;
MAYER et al, 2009).

Histologisch zeichnen Spindelzellen, mehrkernige esBnzellen und
unterschiedlich viele pleomorphe polygonale bisibeytare Zellen mit milden
bis deutlichen Atypien die meisten FISS, die tUbegend als Fibrosarkome,
aber auch als Maligne Fibrése Histiozytome, Chosaikome, Osteosarkome,
Rhabdomyosarkome oder undifferenzierte Sarkomesikiziert werden, aus
(KIRPENSTEIJN, 2006; MARTANOet al, 2011). Alle histologischen

Subtypen scheinen aus proliferierenden Fibroblasteh Myofibroblasten an
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Stellen mit chronischer Entziindung zu entsteherNBIRICK und BROOKS,
1994). Uberwiegend im Randbereich der Masse sindstmentziindliche
Infiltrate aus Lymphozyten und aktivierten Makrogba zu finden. Haufig
geben mehrkernige Riesenzellen deyologischen Bild den Charakter einer
chronisch-granulomatdsen Entzindung, ahnlich delash &ner Fremdkorper-
Reaktion. Von Makrophagen phagozytiertes grau-teaurMaterial im
nekrotischen Zentrum der Masse ist im Fall von irsdassoziierten
Sarkomen haufig vorhanden und spiegelt deren Agielavider (COUTOet
al., 2002).

1.1 Einteilung

Es gibt entsprechend der Einteilung nach pathogahein Gesichtspunkten
nach HIRSCHBERGER und KESSLER (2001) 4 Arten deé$inde

Fibrosarkoms: Das durch das Feline Sarkomvirus VlFeS8erursachte
Fibrosarkom, das intraokulare posttraumatische oSdmkom, das Feline
Injektionsstellen-assoziierte Fibrosarkom (FISSY ulas spontan auftretende

Fibrosarkom.

Gegenstand dieser Abhandlung soll nur das Felijp&tionsstellen-assoziierte

Fibrosarkom sein.

1.2 Historie des FISS

Seit Anfang der 1990er Jahre ist der Zusammenhatgglzen Impfungen bei
Katzen und der Entstehung von aggressiven Binddggwaoren an typischen
Impfstellen bekannt. Nachdem Ende der 1980er JahPennsylvania infolge
einer Tollwutepidemie bei Waschbaren die Impfvorgtn fur Katzen

verscharft wurden, konnte dort zwischen 1988 un@418in sprunghafter
Anstieg der Zahl der FISS bei Katzen beobachtetere(HENDRICKet al,

1994; DODDY et al, 1996). Gleichzeitig wurden neuartige Totimpf&tof
gegen das Feline Leukdmievirus (FeLV) und Tollwuit @éen Markt gebracht,
die Adjuvantien enthielten. Histologische Unterawogen der Tumoren

zeigten, dass Makrophagen in den Tumoren Alumireathielten, das in Form
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von Aluminiumhydroxid als Adjuvans fur Impfstoffe elgraucht wird.
Demzufolge wurde angenommen, dass adjuvantienballigpfstoffe die
Fibrosarkomentstehung verursachten. Nachdem jeleabhte Uber Falle von
FISS bekannt wurden, die nach Impfungen ohne Adishentstanden, musste
diese Theorie erweitert werden (HENDRIG& al, 1992; OGILVIE und
MOORE, 1995). Durch epidemiologische Untersuchungemde dann ein
Zusammenhang zwischen Impfungen gegen Tollwut uedVFund den
Tumoren diskutiert (HENDRICkKet al, 1994; ESPLIN 1996; COYNEt al,
1997), spater musste dieser Zusammenhang jedobhaafiandere Impfungen
erweitert werden, als sich zeigte, dass auch nadpfuhgen gegen
Rhinotracheitis und Panleukopenie Sarkome entstafdASS et al, 1993;
HENDRICK et al., 1994; LESTERt al, 1996; BURTON und MASON, 1997,
COYNE et al., 1997; MCENTEE und PAGE, 2001).

Im Verlauf weiterer Untersuchungen mussten Injeigio von Préparaten mit
Langzeitwirkung wie Lufenuron, Penicillin oder Megipbrednisolonacetat
ebenfalls als potentiell sarkomauslésend eingestefiden, da Fallberichten
zufolge nach Injektionen dieser Praparate die tyyga Sarkome an den
Injektionsstellen entstanden (ESPLI&t al, 1999; KASSet al, 2003).
Mittlerweile konnten einzelne Fallberichte sogar chtiesorbierbares
Nahtmaterial (BURACCCQCet al, 2002) sowie Mikrochip-Implantationen mit
der Entstehung von FISS in Zusammenhang bringerR{@NATO et al,
2001; DALY et al, 2008). Die aktuellste Erweiterung dieser Lis¢riliit den
Bericht Uber eine ungeimpfte Katze, die auf eingkiiion mit dem rasch
resorbierbaren Medikament Meloxidyl mit Fibrosarlemtstehung reagierte
(MUNDAY et al, 2011).

1.3  Atiopathogenese

Die Atiologie dieser Erkrankung ist, abgesehen Wopfungen und Injektionen
als offensichtlichem Ausloser, multifaktoriell undoch nicht vollstandig
geklart. latrogene, lokale und genetische Fakttnagen zur Tumorentstehung
bei. Man nimmt an, dass im Rahmen eines mehrstufiggschehens
gewebereizende, traumatisierende oder FremdkotpeicBe Effekte von

Impfungen oder Injektionen in empfanglichen Indied einen chronisch-
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granulomatésen  Entzindungsprozess anstof3en, der malignen
Transformation fuhrt (JELINEK, 2003; KIRPENSTEIJR006).

1.3.1 Chronisch-granulomatdse Entziindung

Das Gewebe eines vielzelligen Organismus reagiére@dogene und exogene
Noxen, die zu Zell- oder Gewebsschadigung fuhrere zv B. Traumata,
Verletzungen oder Infektionen sowie auf Zell- undewgbsuntergang
(Ausnahme: Apoptose) mit Entziindung, um den Orgamssvor grof3erem
Schaden zu bewahren. Durch den Entzindungsprodesgnit Hyperamie,
erhohter Gefal3permeabilitdit im Bereich der Kapltarund Chemotaxis
einhergeht, gelangen vermehrt Abwehrzellen an dieeffende Stelle, und im
Zuge immunologischer Stimulation durch proinflamansiche Zytokine wie
Tumornekrosefaktoe (TNF-0), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-8 (IL-8)
und verschiedene andere Entziindungsmediatoren digrdExpression von
endothelialen Adhasionsmolekiilen, die Granulozkewiarung und die
Chemotaxis gefordert. Vor allem in spateren PhagrEntziindung steht die
zellulare  Entzindungsreaktion mit  Beteiligung von ymiphozyten,
Plasmazellen und Makrophagen im Vordergrund, und wsrden
Regenerationsprozesse wie die Bildung von Gramustjewebe in Gang
gesetzt. Granulationsgewebe besteht aus jungerildapi Fibroblasten und
einigen Entztindungszellen. Aktivierte Makrophagetzen die angiogenetisch
wirkenden Faktoren basic Fibroblast Growth FacteGK-b) und Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) frei. Die Wachstfaktoren Platelet
Derived Growth Factor (PDGF), FGF und Transformi@gowth Factorfd
(TGF{$}) mediieren die Migration und Proliferation von Ffiblasten. Die
Entzindung ist ein protektiver Prozess, der es d&manismus i. d. R.
ermoglicht, die Noxe zu beseitigen, den Schademllaki begrenzen und
geschadigtes Gewebe zu ersetzen oder zu reparieeéamgt ein Fremdkorper
oder Fremdkorper-ahnliches Material unter die Heatmhmt es zur chronisch-
granulomattsen Entziindung, da der Entziindungsreiiz aliminiert werden
kann. Aktivierte T-Helferzellen und Makrophagen guaieren Zytokine, da
die Ublichen Phagozytosevorgange nicht zur Elinnimg des Fremdmaterials

ausreichen. Durch Fusion von Makrophagen entsteiswveilen mehrkernige
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Riesenzellen, ein Charakteristikum der granulonetdsEntzindung.
Schliel3lich setzt ein Prozess der bindegewebigekapdelung ein, wodurch
das Fremdmaterial vom Ubrigen Korper abgegrenztieversoll, da es nicht
eliminiert werden kann (FEND und THOMAS, 2003). BeFISS vermutet
man, dass durch Impfungen oder andere InjektionemsgedOste
Fremdkorperreaktions-ahnliche Verdnderungen zu reipersistierenden
Entztindung mit ihren vielfaltigen Zytokinwirkungen fiuhren,
nachgewiesenermal3en PDGF, FGF-b und W%GH?adurch kann eine
unkontrollierte Proliferation von Fibroblasten unMyofibroblasten in
disponierten Individuen zur Tumorentstehung fuhrenter anderem durch
Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von Tarmsuppressorgenen
(HENDRICK et al., 1994; MACY und HENDRICK, 1996; HENDRICK,
1998; MCENTEE und PAGE, 2001; JELINEK, 2003; MARTAN®@t al,
2011). In diesem Zusammenhang wurden Ubergangsstadin entziindlichen
Granulomen zu FISS histologisch nachgewiesen, wes® d’ heorie unterstiitzt
(HENDRICK, 1999).

Die proinflammatorischen Faktoren FGF-a und FGFllmffen eine glnstige
Umgebung fir die Expression von Onkogenen und dieaud folgende
Entstehung von Tumoren, wie in einer Studie mit deaus-Sarkomvirus in
Huhnern nachgewiesen wurde. Unterdriickte man dieliBdung, konnte die
Tumorentstehung in den mit dem Rous-Sarkomviruszierten Huhnern
verhindert werden (MARTINS-GREEBSt al, 1994).

1.3.2 Genetische Pradisposition

Verschiedene Fakten suggerieren die Beteiligung ereirgenetischen
Pradisposition fur die Entwicklung eines FISS. Iragénsatz zu den meisten
anderen Tumorarten, wie auch das spontan auftreténdrosarkom, die
zumeist bei alteren Tieren auftreten, tritt das I&ich schon bei Katzen
jungeren Alters auf (DODDY et al., 1996). Das dwamittliche Alter lag in
der Studie von DODDYet al. beim FISS bei 8,6 Jahren (Median 8 Jahre),
wohingegen der Durchschnittswert bei spontan aeftden Fibrosarkomen bei
10,2 Jahren lag (Median 11 Jahre). Bei FISS wunddemn eine bimodale

Altersverteilung mit einem gehauften Vorkommen @i¥ Jahren und einer
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weiteren Haufung bei einem Alter von 10 - 11 Jalreabachtet (KAS$t al,

1993). AuRerdem wurde beobachtet, dass es biswaiterHaufung von FISS-
Fallen unter miteinander verwandten Katzen wie Gemterkatzen gibt
(MARTANO et al, 2005). Bisweilen gibt es Katzen, die wiederhatt

verschiedenen Injektionsstellen ein FISS entwick®lanche FISS-Patienten
entwickelten zuséatzlich andere Tumoren (MADEWEL&t al, 2004).

KIRPENSTEIJN nennt in seiner Veroffentlichung ausmd Jahr 2006
verschiedene genetisch bedingte, pradisponieremadtéoen fur FISS: Eine
vermehrte Expression des Thrombozyten-Wachstunwstakilatelet derived
growth factor (PDGF) und seines Rezeptors, PDGHerscheidet das FISS
vom nicht Injektionsstellen-assoziierten Sarkom RHEERICK 1998). Zudem
wurde eine vermehrte Expression des p53-ProteinZeitkern von 56 % der
FISS-Zellen gefunden, eine vermehrte zytoplasmais&xpression des
basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors (FGF-b30®% der FISS-Zellen
und eine vermehrte zytoplasmatische Expression tvansforming growth
factor a und B (TGF-a, TGFf) in FISS-Zellen (NIETCet al., 2003). Auch

NAMBIAR und Mitarbeiter bewiesen im Jahr 2000, dase mit

immunhistochemischen Methoden nachweisbare Ubegesion des p53
Proteins in FISS-Zellen in 62,5 % (funf von ach¢) éalle mit Mutationen in
Kernregionen des p53-Gens korreliert, wohingegeesali Mutationen in
keinem nicht-neoplastischen Gewebe oder in Tumoebgew ohne die

vermehrte Expression von p53 nachgewiesen werdemt&o.

PETTERINO und Mitarbeiter beschrieben den Transkmsfaktor STAT3 als
signifikant mit dem histologischen Tumorgrad kaedken
Proliferationsmarker, dessen Expression durch Chesnapie gesenkt werden
konnte (PETTERINC2t al.,2006).

Weitere Gewebsfaktoren, die in FISS gefunden wurdsind Matrix-
Metalloproteinasen, jedoch lieBen sich keine Uscteexsle des
Expressionsprofils im Vergleich zu anderen Tumerarbeobachten. Die
Proteinasen MMP2 und MT-MMP16 waren jedoch sigaifik mit der
Uberlebenszeit von FISS-Patienten korreliert (SOREN et al., 2004). Die
Autoren der Studie sehen durch ihre ErgebnisseTdeorie der entztndlich

bedingten Atiologie des FISS gestiitzt.

SMITH und Mitarbeiter untersuchten in ihrer Studiee Expression des
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Tyrosinkinase-Rezeptorproteins KIT in felinen Figmdkomen. KIT wird vom
zellularen Homolog des felinen Sarkomvirus-Onkogerst, c-kit, kodiert.
Sie stellten jedoch fest, dass KIT zwar in 26 % d&umoren
immunhistochemisch nachweisbar war, jedoch lieR &min Zusammenhang
der Expression mit dem histologischen Grad und adeihe Spezifitat far

Injektionsstellen-assoziierte Sarkome herstelleviiTH et al.,2009).

1.3.2.1 Numerische und strukturelle Chromosomenveriderungen

Zu Beginn konzentrierte sich die Forschung auf ggtwetische Auffalligkeiten
in Proben von felinen Sarkomen. KALAT und Mitartegitveroffentlichten
1991 den Fall eines felinen Fibrosarkoms mit hymboclem
Chromosomensatz (40 - 46 Chromosomen anstatt 38ntisomen), der in
allen untersuchten Zellen gefunden wurde (KAL£fTal., 1991). MAYR und
Mitarbeiter konnten ebenfalls 1991 den Fall eindgsdsarkoms aufzeigen, in
dem 69,2 % der Zellen einen nahezu triploiden Clasomensatz (51 - 64
Chromosomen) aufwiesen (MAY& al, 1991). Im Jahr 1994 veréffentlichten
MAYR und Mitarbeiter in einer weiteren Studie deallFvon Trisomie des
Chromosoms D1 in 20 % der Zellen in einem Fibrosarkund in 25 % der
Zellen eines weiteren Fibrosarkoms das grof3e Mehkemosom F1 (MAYR
et al, 1994). MAYR und Mitarbeiter zeigten 1996 in einweiteren
zytogenetischen Analyse von vier felinen Fibrosarkno die genetische
Heterogenitat der Tumoren. Jedes Tier wies anderonak
Chromosomenaberrationen auf. Es wurden eine Chramasdeletion, ein
Marker-Chromosom und zwei reziproke Translokationaachgewiesen
(MAYR et al, 1996). In einer weiteren zytogenetischen Untdrang von
zwei malignen fibrosen Histiozytomen (MFH), einenibrBm und einem
Fibrosarkom (FSA) zeigten sich erneut Veranderungkss Karyotyps,
Translokationen, Fusionen und Deletionen verscimede
Chromosomenabschnitte (A3, B2, B3, C2, D3, E1). \éednderungen waren
in den einzelnen Tumoren hdchst unterschiedlich niokt spezifisch fir eine
bestimmte Tumorart, jedoch war in allen drei matigimumoren (zwei MFHSs,
ein FSA) das Chromosom E1, auf dem das p53-Gen, liegtroffen,
wohingegen dieses Chromosom bei dem gutartigemfilmicht betroffen war
(MAYR, et al.1998). Bei den genannten Studien gibt es keineabaglariber,
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ob es sich um injektionsstellen-assoziierte odeontgn aufgetretene
Fibrosarkome handelte. HOOTS undcNEL beschrieben jedoch in ihren
Untersuchungen ebenfalls chromosomale AberratiomerFISS (HOOTS,

2001; McNIEL, 2001). Insgesamt lasst sich anhand dieseb8dadungen die

markante genetische Instabilitat bei dieser Tunt@ialesen.

1.3.2.2 Genmutationen

Es existieren zahlreiche Studien Uber spezifisg@megsche Veranderungen in
histologischen Proben von felinen Fibrosarkomem blesonderen Interesse
steht das Gen fur das Tumorsuppressorprotein @8 ds ist das bekannteste
und am besten erforschte Protein mit regulatoris€umktion im Zellzyklus
und protektiver Funktion flr die genetische St#dt)i und hier treten bei
Krebsarten des Menschen am haufigsten Mutationén Zuwem deuteten
bereits zytogenetische Untersuchungen auf eineudguler Aberrationen des
Chromosoms EL1 bei bosartigen Sarkomen, dem Chramaaaf dem das p53-
Gen lokalisiert ist (MAYRet al, 1998). MAYR und Mitarbeiter beschrieben
schon 1995 in einer vergleichenden Sequenzanabrseidhtigsten Regionen
des felinen p53-Gens bei verschiedenen Tumoren tmechorfreien
Gewebeproben gesunder Katzen Verdnderungen dere@enw bei zwel
Katzen mit Fibrosarkom: Beide Mutationen lagen woletionar konservierten
Regionen des Gens und fuhrten durch Austausch einzelnen Nukleotids
zur Veranderung der Aminosaurensequenz im Genpto(MRYR et al.,
1995). Leider lagen bei dieser Studie keine Blutproder betreffenden Katzen
vor, so dass nicht Uberprift werden konnte, obigs sm rein somatische
Veranderungen oder um Mutationen mit Ursprung inKieimbahn handelte.
Somatische Mutationen treten im Laufe des Lebemsseindividuums bei der
weiteren Teilung und Differenzierung von Korpereallauf, kbnnen Tumoren

auslésen, werden jedoch nicht vererbt.

Anders verhdlt es sich bei Keimbahnmutationen:v&eden vererbt, denn sie
treten in der DNA der Keimbahn (Eizellen, Spermiia deren Vorlaufer) auf.
Keimbahnmutationen haben in der Regel keine direleswirkungen auf den

Organismus, in dem sie entstehen.

Eine sogenannte ,stille® Mutation, die keine Veréndhg in der
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Aminosaurensequenz nach sich zieht, wurde in dectgtn Studie in mehreren
Gewebeproben gesunder und tumorkranker Katzen rirhal@ozygoten und
heterozygoten Form gefunden (MAYIRt al, 1995). In einer weiteren
Untersuchung zeigte sich eine 6 bp groRe somatiBeetion am Ubergang
von Exon 7 zu Intron 7, einem wichtigen Abschnigs53-Gens bei einem
felinen Fibrosarkom. Den Autoren zufolge hat eink&lse Mutation an einer
Splicing-Stelle  mit hoher Wahrscheinlichkeit ein chét fehlerhaftes
Genprodukt zur Folge, das heil3t ein defektes Tunp@ressorprotein. Zudem
gilt der Abschnitt des Gens in der humanmedizireschRorschung als Tumor-
Hotspot, der bei zahlreichen Tumorarten des Memsckeranderungen
aufweist (DE VRIESet al, 1996; HOLLSTEINet al, 1996).

MAYR und Mitarbeiter fanden in einer weiteren Usiechung des p53-Gens
im Blut und im Tumorgewebe von 60 Katzen mit veredenen Neoplasien in
sieben Fallen Mutationen im Tumorgewebe. Von dieseben Fallen waren
drei FSA und ein MFH. Die hier gefundenen somagschViutationen
befanden sich erneut im Bereich sog. Tumor-Hotspoi$ hatten entweder
einen Aminosaurenaustausch zur Folge oder bilaateS8topp-Codon (MAYR
et al, 2000). NAMBIAR und Mitarbeiter kamen durch venghende
immunhistochemische Untersuchungen an neoplastischend nicht-
neoplastischem Gewebe von 21 FISS-Proben sowieesegnalytischen
Untersuchungen des p53-Gens zu dem Schluss, dagsrdenhistochemische
Nachweis von p53 gut mit den Uber Sequenzanalysgdstellten Mutationen
des p53-Gens ubereinstimmt. Natirlich vorkommenoa, Mutationen nicht
betroffene p53-Molekiile lassen sich aufgrund itkuzen Halbwertszeit von
etwa 15 Minuten immunhistochemisch nicht nachweidéatationen fihren
zur Stabilisierung des Proteins und dadurch zumadgarten Abbau. Jedoch
sind die Mutationen den Autoren zufolge nicht zwslagfig pradisponierend
fur FISS, denn sie waren nur in einem Teil der F&ben vorhanden und
nicht in nicht-neoplastischen Gewebe (NAMBIAR al, 2000; NAMBIAR et
al., 2001). Demzufolge bleibt unklar, ob die MutaBanim Gen fur das
Tumorsuppressorprotein tumorauslésend waren odsieobur im Verlauf der
malignen Entartung entstanden und zum Fortschreden Erkrankung
beitrugen. NIETO und Mitarbeiter zeigten in ihrelu@e von 2003, dass in
56 % der 50 immunhistochemisch untersuchten FI®®d?r das p53-Protein



Il. Literaturtibersicht 12

im Zellkern Uberexprimiert wurde. Zumindest in emeleil der Tumoren
scheint demzufolge ein defektes Tumorsuppressapriteder Pathogenese
eine Rolle zu spielen (NIETEéX al, 2003).

In einer weiteren Studie konnte zusatzlich der posgische Wert des
immunhistochemischen p53-Nachweises belegt werdaedem korrelierte in
dieser Studie eine Lokalisation des Tumorsuppresst@ins im Zytoplasma
gegenuber der Lokalisation im Zellkern mit einerkizten rezidivfreien Zeit
(HERSHEYet al, 2005).

1.3.2.3 Einzelnukleotidpolymorphismen

Einzelnukleotidpolymorphismen (englisch single matide polymorphism,
SNP) sind Variationen einzelner Nukleotide (A, To@er G) im Genom, durch
die sich verschiedene Untergruppen von Individuenere Population
voneinander unterscheiden. Sie kbnnen in kodiere@abschnitten (Exons)
oder in nicht-kodierenden Genabschnitten (Introhsjalisiert sein und
dementsprechend Uber eine veranderte Aminosaunesise@der Einbau eines
vorzeitigen Stopp-Codons zu funktionellen Verandgen fihren, sie kbnnen
aber auch sogenannte ,stille Mutationen® ohne d&relfunktionelle
Auswirkungen darstellen. Im Fall von intronischedPS sind ihre Effekte zum
jetzigen Stand des Wissens noch nicht genau bek8his kommen haufiger
in nicht-kodierenden Abschnitten des Genoms va.t&igen zur genetischen
Diversitat von Populationen bei, die eine bedeuteRdlle in der evolutionaren
Selektion und Anpassung an unterschiedliche LeBense2 und —umstande
spielt. SNPs werden in der Humanmedizin fur intetiriduelle Unterschiede
in Haut-, Haar- und Augenfarbe, fur individuelle uéntraglichkeiten sowie
Dispositionen zu Adipositas, Osteoporose und anddtemplexe
Krankheitsbilder verantwortlich gemacht, und wedtendgliche Assoziationen
mit Krankheiten mit vermuteter genetischer Kompdaewerden untersucht
(BARREIROEet al, 2008).

Sehr wenige Studien Uber SNPs in der Pathogenkserf€umoren existieren

in der Tiermedizin.

MAYR und Mitarbeiter beschrieben 1998 drei C/T-Robrphismen im felinen
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p53-Gen bei gesunden Katzen in Intron 6 an PositiOf, in Intron 7 an
Position 14 und in Intron 7 an Position 259 (MA¥Ral., 1998). Bereits in
einer friheren Studie von MAYR und Mitarbeitern dereine sog. ,stille”
C/T-Variante in Exon 5 Codon 163 im somatischeninégl p53-Gen
beschrieben. Da von dieser Katze keine Blutprobagpkonnte der Ursprung
der Mutation (somatisch oder Keimbahnmutation) niblestimmt werden
(MAYR et al., 1995). BANERJI und KANIJAL fanden insgesamt achiPFS
im felinen p53-Gen in Blut- und Tumorproben von R#&tzen mit primaren
FISS. Sie stellten fest, dass der somatische LO$$ (bf heterozygosity) dieser
Stellen im p53-Gen signifikant negativ mit der dizireien Zeit und der
Gesamtluberlebenszeit der Katzen korreliert war (BRNI und KANIJAL,
2006). Somatischer LOH beschreibt den Funktionagedines Allels in einem
Gen, in dem das andere Allel bereits inaktivierr.wies kann geschehen,
indem eine inaktivierende Keimbahnmutation einekeléleines Gens in der
Elterngeneration geschieht und an die Nachkommatengegeben wird. Der
Nachkomme ist heterozygot fur das funktionelle All€H tritt auf, wenn das
verbleibende funktionelle Allel in der Kérperzetlerch eine weitere Mutation
inaktiviert wird. Im Fall eines fehlenden Tumorsuggsorgens kann dies zur
Tumorentstehung fuhren. Diese Theorie entsprichm devo-Hit-Modell von
KNUDSON, wonach der familiar-erbliche Defekt eineAllels eines
Tumorsuppressorgens alleine nicht zur Kanzerogenaseeicht, jedoch bei
Verlust des zweiten Allels durch Mutation kommt emsch zur
Tumorentstehung (KNUDSON, 1971). In einer weiteB&tundie von BANERJI
und Mitarbeitern wurde die statistische Korrelatmmvischen den polymorphen
Stellen in genomischer DNA aus Blut und dem Fal&8S in einer Fall-
Kontroll-Studie analysiert. Dabei stellten sie elreehsignifikante Korrelation
zwischen der Insertion eines dritten Thymidin-Nwokids in Intron 7 an
Position 246 und 247 (SNP 3) und FISS fest sownesgjnifikant haufigeres
Vorkommen von C in der C/T-Variante von Exon 5 asiBon 114 (SNP 1)
(BANERJl et al,, 2007).
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2. Das Tumorsuppressorprotein p53

Das auch als ,Wachter des Genoms® bekannte p5&iRroist ein
sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor (LANE, 2990GELSTEINet al,
2000). Es wird bei zellularem Stress wie DNA-Sch#adg durch Bestrahlung,
UV-Licht oder Chemikalien, der Uberexpression vonncGgenen,
Virusinfektionen oder Hypoxie aktiviert, durch panbslationale
Modifikationen stabilisiert und es bindet dann amrdnatin, um Hunderte von
Downstream Targets zu aktivieren oder zu unterdeticknd somit seine
vielfaltigen biologischen Funktionen zu bewirkenu Zlen bekanntesten
Funktionen des Proteins gehdren das Anhalten ddkykles, um eine
Reparatur schadhafter DNA-Sequenzen zu ermoglicHaitiierung der
Zellalterung und die Einleitung der Apoptose beeparablen Schadigungen
(LEVINE und LANE, 2010; Llet al, 2012). Da das p53-Protein die
zahlreichen zellularen Homoostasemechanismen egulnd die genetische
Integritat von Zellen bewahrt, lasst sich somittaseine essentielle Funktion
als Tumorsuppressor erklaren. Bei verschiedenenbdaréen in der
Humanmedizin werden hier am haufigsten Mutatiorestgestellt (LEVINE et
al., 1991; GREENBLATT et al., 1994; CHO et al., 499

2.1  Struktur

Das feline p53-Protein, das dem humanen Analog é@mséquenz (82,9 %
Homologie) und Aminoséurensequenz (82,1 % Homojogehr ahnlich ist,
besteht aus 386 Aminosduren (humanes p53-Prot&3: Aminosauren)
(OKUDA et al, 1993; OKUDAet al, 1994). Das humane p53-Protein ist
weitaus besser erforscht als das feline, weshalbdie folgende Beschreibung
von Struktur und Funktion auf das humane Genprobtekieht, die aufgrund
der groRen Ubereinstimmung auf die feline Form tihgen werden kann. Das
Protein ist ein Dimer aus zwei Dimeren, das je ndalior in 3 bis 6
funktionelle Domanen unterteilt wird (LEVINE, 199BELYI et al, 2010;
TAIRA und YOSHIDA, 2012). Die N-terminalen erster? 4Aminosauren
bilden die transkriptionsaktivierende Doméne 1 (TAR auch bekannt als
Aktivierungsdomane 1 (AD 1), die verschiedene Tkapsionsfaktoren
aktiviert. Die Residuen 22 und 23 sind entscheid&mddie Funktion. Der
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negative Regulator von p53, MDM-2, bindet an diBssiduen und bewirkt
eine a-helikale Konformation, die die Transkription undiguitinierung von
Lysin-Residuen in der carboxyterminalen Doméane &t (LIN et al., 1994;
KUSSIE et al., 1996; RIPPIN et al., 2002). Eine gavéktivierungsdomane
(Residuen 43 bis 63) aktiviert vermutlich verscleieel durch p53 regulierte
pro-apoptotische Gene im Genom. Darauf folgt dielifireiche Doméne 3
(Residuen 61 bis 94), die an der Apoptose und midghveise an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt ist (WALKER und LENE, 1996; BELYI et
al., 2010).

Die zentrale DNA-Bindungsdomane (Residuen 102 bB2)2erkennt
beschadigte DNA-Sequenzen in der Nahe von odeemIdtrons der Gene,
die durch p53 reguliert werden (EL-DEIRX al, 1992). Die Domane besteht
aus einenp-Sandwich als Gerust fur zwei grof3e Schleifen undSehleifen-
Faltblatt-Helix-Motiv. Die zwei Schleifen werden woeinem tetramerisch
koordinierten Zink-Atom zusammen gehalten und ildesammen mit dem
Schleifen-Faltblatt-Helix-Motiv die sequenzspezfie DNA-Bindungsstelle
an der Oberflache des p53-Proteins. Residuen dédeifen-Blatt-Helix-
Motivs interagieren in der grof3en Furche der DNAhvend ein Arginin einer
der beiden grof3en Schleifen mit der kleinen Furcieragiert (CHOet al,
1994). Dieser Abschnitt ist verantwortlich fir dBindung des p53-Co-
Repressors LMO3 (LARSEMt al, 2010). Die Tetramerisierung des p53-
Proteins wird durch die Aminosdure-Residuen 324 BES vermittelt
(JEFFREYet al, 1995; KITAYNERet al, 2006; VEPRINTSE\&t al, 2006).
Die carboxyterminale Doméane (Residuen 356 bis 388uliert die Stabilitat
und die DNA-Bindungsaktivitdit des p53-Proteins (MYAMAN und
PRIVES, 1995). Abbildung 1 zeigt die tetrameris&tauktur des p53-Proteins
und seine Ausrichtung zur DNA schematisch:
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Abb. 1: Schematische Darstellung des p53-Molekélss( Cho Y, Gorina S,
Jeffrey PD, Pavletich NP. Crystal Structure of & pEumor Suppressor-DNA
Complex: Understanding Tumorigenic Mutations. Sceeth994; 265(5170): 346-
55. Modifiziert).

A: Schematische Zeichnung des Tetramer-Modells deitn DNA-Strang in

vertikaler Ausrichtung.

B: Sicht auf das Tetramer-Modell mit der DNA-Achgerpendikular zur
Bildebene.

2.2  Funktion

Das p53-Protein ist bekannt als entscheidender IR@egwes Zellzyklus. Der
Transkriptionsfaktor hat die bedeutende Aufgabé,zallulare Stress-Signale
verschiedenster Art zu reagieren und bei bestelmeSdeaden der Gensequenz
den Zellzyklus anzuhalten, um die Wiederherstelludgs korrekten
genetischen Codes zu ermdglichen, die Zellseneszemer den
programmierten Zelltod, die Apoptose, einzuleiteienn die Schadigung zu
schwerwiegend und daher irreparabel ist (TAIRA Yi@SHIDA, 2012). Dies
geschieht durch Hochregulation und Erhéhung derviéit des p53-Proteins
durch zellulare Stressoren, wodurch der Zellzykiuder G1-Phase angehalten
wird und somit die fehlerhafte Synthese von DNAder S1-Phase verhindert
wird (LEVINE et al, 1994). P53 reguliert zahlreiche Downstream-Tigrgad
wird seinerseits reguliert durch verschiedene dastr-Targets. Seine Wirkung
als Transkriptionsfaktor entfaltet es durch Bindwarg spezifische Response-

Elemente im Genom, indem es die TranskriptionstlateGene verstarkt, die
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diese Elemente enthalten (EL-DEIRY al, 1992; FARMERet al, 1992). Die
durch p53 regulierten Gene fur p21 und cdc25c kdnden Zellzyklus
anhalten (EL-DEIRYet al, 1992; LEVINE und LANE, 2010). Die das p53-
Protein regulierenden Gene bax, puma, noxa, apefdlandere Gene kdnnen
zur Apoptose fuhren (SHAWt al, 1992). Und schlie3lich kann das p53-
Protein ein Programm der Zellalterung initiierergsddie Zelle zu einem
terminalen replikativen Stadium fuhrt (YONISH-ROUAKCet al, 1991;
LEVINE und LANE, 2010). Durch diese drei Mechanisniésst sich sehr gut
erklaren, weshalb das Protein die Tumorentstehuathindert. In den
vergangenen 30 Jahren sind fast 50 000 Artikel dieeFamilie der p53-Gene
entstanden. Daraus resultieren Erkenntnisse Ubsrwgdte Spektrum an
Funktionen der p53-Genfamilie und deren Proteines®verhindern nicht nur
die Kanzerogenese, sie sind beteiligt an der Rejtaah und der Reparatur
des Genoms, der Wiedergabetreue und der Rekontninain der Regulation
von Stoffwechselprozessen, Langlebigkeit, an degriyachung der Stabilitat
der Entwicklung, an der Produktion von Stammzelied an Veranderungen
epigenetischer Merkmale, an der Entwicklung desvélesystems (p73), des
Immunsystems (p73) und der Haut (p63) (LEVINE uANE, 2010).

Das MDM-2-Onkogen-Produkt ist der Haupt-Gegenspidies p53-Proteins,
an welches er sich bindet und dessen Level undvidéttier negativ reguliert
(MOMAND et al, 1992). MDM-4 und WIP-1-Phosphatase sind weitere
Negativ-Regulatoren von p53. HAUSP ist ein PodRegulator von p53
(MEEK und ANDERSON, 2009; PERRY, 2010; LU, 2010)eReaktion auf
Stress-Signale wird Ublicherweise tber Modifikaiondieser Regulatoren
mediiert (LEVINE und LANE, 2010).

2.3 Verankerung von p53 im Genom

Das p53-Protein ist speziesubergreifend im Genomankert und in
bestimmten Schlissel-Abschnitten evolutionar koneer Man nimmt an,
dass der Vorlaufer der Genfamilie p63, p73 und Ip&&its vor einer Milliarde
Jahren in einfachen Lebensformen wie metazoischeear&monen und
maoglicherweise selbst einzelligen Choanoflagellatemgelegt war. Seine

Funktion bestand zun&chst im Schutz der genetisShanilitat der Keimbahn-
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DNA der Gameten, bevor im Rahmen der Evolution zmplexeren
Organismen wie Wirbeltiere die Entwicklung somdiescStammzellen mit der
Funktion der Gewebserneuerung stattfand, und sigs d&en zum
Transkriptionsfaktor und Tumorsupressor weitereckeite (BELYI et al,
2010). Somit fand im Rahmen der Evolution einfachelbensformen zu den
hoher entwickelten Sdugetieren auch eine Diversifing des Gens und seiner
Funktionen statt. Das heute bekannte humane soase feline p53-Gen
bestehen aus 11 kodierenden Abschnitten (Exons) ebenso vielen
nichtkodierenden Abschnitten (Introns). Die Exonsbis 8 enthalten die
evolutionar konservierten Regionen (I - V), in denbei verschiedenen
Krebsarten des Menschen am haufigsten Mutationftreten (LEVINEet al,
1994). Das feline p53-Gen wurde auf dem Chromosdmidkalisiert und
enthalt 2143 Basenpaare (OKURAal, 1993; OKUDAet al,, 1994).

3. Mutationen im p53-Gen als Bestandteil der Tumorent&hung

Die maligne Entartung eines Gewebes ist das Réswéaschiedener
schadigender Einflisse auf die genetische Infoonaton Zellen, wodurch es
zu morphologischen und funktionellen Abweichungemknt. Insbesondere ist
ein Kriterium der Malignitét, dass sich eine ergttZelle dem regulierenden
Einfluss des Gewebsverbandes entzieht und sicldi@asem losen kann. Die
Schadigungen der DNA somatischer Stammzellen treteist im Laufe des
Lebens durch mutagene Noxen wie Chemikalien, iereside Strahlung oder
Radikale auf. Oder aber es besteht eine familidspd3ition zu Neoplasien,
wobei bestimmte Mutationen bereits mit der DNA dé&imbahn vererbt
wurden (SCHMIDet al, 2003). P53-Mutationen spielen eine besonder&Rol
in der Tumorentstehung, da das Molekul eine scchetdende Funktion in der
Zellzyklusregulation einnimmt und somit die maligeatartung von Zellen
verhindert. Mutationen, die ein weniger effektivelefektes oder fehlendes
Tumorsuppressorprotein  zur Folge haben, bieten neieatscheidenden
Selektionsvorteil fur entartete Zellen, da ihrelf®emtion durch den Regulator
nicht behindert wird. Genetische Veranderungen Missense-Mutationen,
vorzeitige Stopp-Codons oder Deletionen kénnen otrkbiert an die neu

entstehenden Zellen weitergegeben werden (LEV#NEL, 1993). Besonders
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haufig sind mutmallich kanzerogene p53-Mutatiomeen Abschnitten des
Gens lokalisiert, die fur die Funktion entscheidemereiche des Proteins, die
DNA-bindenden Abschnitte, kodieren (CHDal, 1994).

3.1 Humanmedizin

Das p53-Gen ist in 60 % aller Tumoren beim Menscterch sporadische
oder erbliche Mutationen involviert (LEVINEt al, 1991). In 85,6 % tritt in
der Kanzerogenese mit Beteiligung des p53-Genschshéine Missense-
Mutation auf einem Allel auf, was in einem fehldtha p53-Protein resultiert,
woraufhin eine Selektion zum homozygoten Zustanaktfstdet, die im

vollstandigen Verlust des Wildtyp-Allels resulti¢lfEVINE et al, 1994).

Beim Menschen ist beispielsweise das seltene LULnRemi-Syndrom als
genetische Préadisposition fir verschiedene Kretxsamvie Karzinome und
Sarkome, die bereits in jungem Alter auftreten,cheésben. Es handelt sich
dabei um eine autosomal-dominante Erbkrankheit, dlich das Auftreten
verschiedener Tumorarten an unterschiedlichen edtelldes Korpers
charakterisiert wird. Betroffene Familien habeneeisehr hohe Krebsrate,
besonders haufig treten osteogene Sarkome aufalBsi untersuchten Li-
Fraumeni-Familien wurden Mutations-Cluster zwisci&rdon 245 und 258
des p53-Gens gefunden, wovon mindestens zwei Mot im Codon 248
erblich waren. Individuen, die heterozygot fur deendefekt in der Keimbahn-
DNA sind, haben ein sehr hohes Risiko, an Krebsrkuanken (MALKIN et
al., 1990; SRIVASTAVA et al, 1990). Das Tumorgewebe betroffener
Personen enthalt das mutierte Allel, welches iRd.in den homozygoten
Zustand reduziert worden ist, so dass im Tumor R&fhdtyp-Allel mehr
vorhanden ist (LEVINEet al, 1991; LEVINE et al, 1994). Weitere
Tumorarten, bei denen die Beteiligung von somaéscp53-Mutationen sehr
gut beschrieben ist, sind das kolorektale Karzinbei,dem es in 75 — 80 %
zum funktionellen Verlust beider p53-Allele kommind das kleinzellige
Bronchialkarzinom, bei dem in 100 % der Falle p5@tdionen vorkommen
(HOLLSTEIN et al, 1991; LEVINE et al, 1991). Bei Lungenkrebs,
Brustkrebs, Gehirntumoren und bei chronischer myelher Leukamie in der

Blastenkrise tritt ein funktioneller Verlust beidep53-Allele auf



Il. Literaturtibersicht 20

(TAKAHASHI et al, 1989; JAMESet al, 1989; MACKAY et al, 1988;
KELMAN et al, 1989).

3.2 Tiermedizin

Auch im Bereich der Tiermedizin sind bei zahlreich@umorarten in
verschiedenen Tierspezies Mutationen des p53-Geles eine abnormale
Expression des p53-Proteins beschrieben wordenmn. istieder zahlenméaRige
Anteil der Tumoren, bei denen die p53-Veranderuntgstgestellt werden
konnen, jedoch nicht so Uberwdltigend hoch wie &r tHumanmedizin.
Weiterhin muss die tierartspezifische Variabiligich innerhalb derselben
Klasse von Tumoren in der Tiermedizin beachtet eerd eilweise resultieren
Forschungsansatze auch innerhalb der gleichen &ypeand derselben
Tumorart in gegensatzlichen Ergebnissen. Insgessinttie Beteiligung von
Mutationen des p53-Proteins in der Kanzerogenesdibeen noch weitaus
weniger gut erforscht, als in der Humanmedizin.sBele fur Tumorarten der
Katze, bei denen p53-Mutationen gefunden wurdend sias Lymphom
(OKUDA et al., 1994), das FSA (MAYRt al, 1995; MAYR et al, 1998;
MAYR et al, 2000), das Osteosarkom (MAY& al, 1998; NASIRet al.,
2000), das Mammakarzinom (MAY& al, 1998; MAYRet al, 2000; NASIR
et al, 2000), das Spindelzellsarkom und das pleomofdr&om (MAYR et
al., 1998), das MFH und das undifferenzierte Karzinden Haut (MAYRet
al., 2000), das Plattenepithelkarzinom (MAY&R al., 2000; NASIRet al,
2000), das Adenokarzinom (NASI& al, 2000) und das Hamangiosarkom
(NASIR et al, 2000). In der Untersuchung von NASIR und Mitéere
erwiesen sich hingegen feline Lymphome und Fibkasae, welche hier nicht
genauer in Untergruppen unterteilt wurden, als tredér p53-Mutationen
(NASIR et al, 2000).

Speziell beim FISS wiesen verschiedene Autorenvargchiedenen Methoden
hingegen somatische p53-Mutationen und Keimbahrmuotn des Gens nach
(NAMBIAR et al, 2000; NAMBIAR et al, 2001; NIETOet al, 2003;
BANERJI und KANJILAL, 2006; BANERJEt al,, 2007).

Bei Hunden wurden in wenigen Fallen von Gehirntuenop53-Mutationen
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nachgewiesen (YORkKet al, 2012), zudem bei Hauttumoren (JASIK und
REICHERT, 2011), bei Osteosarkomen (KIRPENSTEgIML, 2008) und bei
Mammatumoren (LEEt al, 2004).
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1. Abstract

One recent study indicates a significant associabietween certain single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genomic eeqe of feline p53 and
feline injection-site sarcoma (FISS). The aim astbtudy was to investigate
the correlation between a specific nucleotide inserin p53 gene and FISS in
a German cat population. Blood samples from 150r@arcats were allocated
to a control group consisting of 100 healthy catd a FISS-group consisting
of 50 cats with FISS. All blood samples were exadifor the presence of the
SNP in the p53 gene. Results found the T-insedto8NP 3 in 20.0 % of the
cats in the FISS-group and 19.2 % of cats in therobgroup. No statistically

significant difference was observed in allelic disition between the two

groups. Further investigations are necessary term@te the association of
SNPs in the feline p53 gene and the occurrencéS8.F

Keywords:Comparative oncology; Genetics; Molecular diagiessRisk
factor; SNP
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2. Introduction

Feline injection-site sarcoma (FISS) is a rare seierogenic complication of
vaccinations or other injections in cats. Hendragld Goldschmidt were the
first to describe FISS in 1991, when they discugbedoossibility that vaccine
site reactions could induce fibrosarcomas in tafkeir continued research
later led to the characterisation of the newly agimgy diseasé.Characteristics
of FISS, formerly named vaccine-site associatedosaas, include their
apparent occurrence in younger cats, their morereagiye biological
behaviour and their inflammatory component, comgaoetheir spontaneously
developing counterpaft’ The etiologic relationship of injections and the
infrequent occurrence of a chronic granulomatodkanmmation at injection
sites are well-established in the pathogenesiss®8¥’ The most recognized
theory on the pathogenesis of FISS describes astegtcarcinogenesis model
due to traumatic incidents such as injections wHedd to an exaggerated
inflammatory response. This response to the forematerial promotes the
transformation to sarcoma in genetically tumor-spsible feline individual§.
As research on FISS aetiology contifeguestions arise about the genetic

factors that may be responsible for the tumor-quidlmiéity in certain cats.

Genetic factors influencing the occurrence and ldgwveent of FISS have not
been conclusively determinéd'? Reports about the heritability of FISS in
siblings and cat families or FISS patients affedtgdbther tumors exist but

have yet to be proven in large multi-institutiostildies.

The tumor suppressor gene, p53, is affected byasitbes in most, if not all,

types of cancer in humah$The p53 gene was first identified in cats in 1693,
This gene encodes for the p53 protein which playsssential role in cellular
homoeostasis and DNA repair. P53 also regulatesthestion of apoptosis in

cells with irreparable structural DNA damage.

Mutations which significantly alter the p53 gengsence can affect cell cycle
regulation in cats which can lead to the prolifieratof defective cell$’ This
state in the cell cycle can facilitate neoplastansformation. Several studies
reported mutational alterations of the p53 geneandiltered p53 expression in
feline sarcomad®??Some reports even described a correlation betwematic

alterations of the p53 gene and the prognosis 88E 24
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Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are vanetiof single base pairs
within the genetic code. They contribute to theeinndividual genetic
variability. Although direct impact on protein furan is rare, SNPs are
thought to be responsible for a number of diffeesnn metabolic pathways

and some constitute risk factors for certain dise&s

Banerji and Kanjilal discovered 7 additional SNRsfeline p53 gene after a
comprehensive study on 27 FISS cats in 2006. Twealty carrying the SNPs
showed somatic loss of heterozygosity at more tiraa polymorphic site in
fibrosarcoma tissue, and a significant negativeetation of somatic loss of
heterozygosity with overall outcome was obserR/edl.statistically significant
association between FISS and SNP 1 and SNP 3 imliger DNA was
detected in a subsequent study in 2007. The sthghaidine (T) insertion to
the existing 2 thymidines at positions 246 and Bdihtron 7 named SNP 3
(GenBank accession numbers DQ119105 and AF175762¢aled the

strongest statistical significant®.

FISS is an extremely aggressive cancer form antéimudal therapy including
extensive surgery is often insufficient to prevesturrenc€. The detection of
predisposing hereditary risk factors such as SNBRgspa key role in early

detection and prevention of FISS.

The aim of this study is to verify the associati@iween SNP 3 and FISS in a
German cat population to investigate the usefuloésise rare allele of SNP 3
as a potential FISS marker. If the strong assariattas confirmed, this SNP
could be a valuable tool for early detection of F§Fedisposition in apparently
healthy cats and investigations should be expamnodexther SNP candidates.
The study design is based on the study design néfiat al.°for purposes

of comparability (Fig. 1).
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3. Materials and Methods

Animals

This matched case-control study included 150 madefamale cats of various
breeds, but mostly Domestic Shorthair cats (DSH)(@ 1). The FISS-group
consisted of 50 cats diagnosed with FISS at thaicClof Small Animal
Medicine, University of Munich, referred by veteany practitioners for
treatment of FISS. All FISS-group cats were cliewned pets that had a
documented history of growing masses at injectitas @nd the diagnosis FISS
was confirmed by their histopathology reports. Cangroup cats were free of
FISS or any other cancer at the time of samplesctodin. Their vaccination
status was similar to the FISS group. The 100 obrgroup cats and the
information on their medical history and clinicalaenination were acquired in
the line with a previous study at the Clinic of 3ImAnimal Medicine,

University of Munich?®

Both FISS and control cats were FIV- and FelLV-niegaand had no history
of radiation therapy or chemotherapy. Cats of lsbtitly groups were matched
by age (mean age of control group 8.59 years, r8@ mean age of case

group 9.74 years, range 3-17).

Blood sample collection and storage

The study used EDTA blood samples of case group gamerated by blood
examinations in the course of clinical health satmonitoring. The

anticoagulated specimens were stored in commeyaatilable tubes (1.5 ml
Safe-Lock Eppendorf tube, Eppendorf Germany, Hamgb@ermany) at —
20°C until processed for DNA extraction. Extraci@dA from blood samples
of control group cats was already available indberse of a previous study in

our clinic and was stored at the same conditfns.

DNA extraction

Genomic DNA from the blood samples was extracted puarified using a
commercially available Kit (QIAamp® Blood Mini KitQIAGEN® GmbH,
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Hilden, Germany).

Amplification of p53 intron 7 to intron 8 by PCRsay and SNP-Test

The genomic DNA of all cats was tested for SNP Bgis custom TagMan
SNP genotyping assay (Custom TagMan® Assays, AgppBgosystems,
Forster City, CA). Each reaction mix contained %iH+100ng) of genomic
DNA template, 0.625ul Primer/Probe Mix (0.9uM ofttb@rimers, 0.2uM of
both probes), 12.5ul Type it Fast SNP PCR Masterdnd 6.881 RNAse free

water in a total volume of 25pl.

PCR cycling was performed under the following cdiods: activation of
HotStarTag® Plus DNA Polymerase for 5min at 95°Q) dycles of
denaturation for 15s at 95°C and a period of ammgand extension for 30s at
60°C (7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystdrosster City, CA).

Statistical analysis

Genotypes and single-allele frequencies at SNRe3\@re determined for both
case and control cats. Conditional logistic regogsanalysis in the dominant
model was used to calculate the odds ratio (OR)iendonfidence interval
(CI) for the single-allele frequencies at SNP 3 the control group, cats with
ages similar to those in the case group were seletd form groups of
comparable age structures. An unpaired t-test vwa@®nned on mean ages of
both groups. The minor allele frequency (MAF) of ISNB in the study
population was calculated and compared with the MAEhe accordant SNP

in the US precursor study population.

For all statistical analyses, P < 0.05 was consitldp be significant. The
statistical software environmert2.12.1 (Statistical software environment
2.12.1,r Development Core Team (201@),A language and environment for
statistical computingz Foundation for Statistical Computing, Vienna, Aist
was used to perform the conditional logistic regi@s, all other analyses were
conducted withspssversion 15.04pss15.0, Version 15.0.1, Copyright @ss
Inc. 2006, Chicago, IL, USA).
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4. Results

Animals

A total of 149 cats were used in the study foristigal evaluation. One cat
from the control group developed splenic mast watior disease after sample
collection and was excluded from the statisticahlgsis. The FISS group
consisted of 50 cats with a mean age of 9.74 64 $ears (median, 10 years;
range 3-17 years); the mean age of 99 tumor-frag@acats was 8.59 +/- 3.79

years (median 8 years; range 3-18 years).

Breed distribution is shown in Table 1. Cats ofhbgender were included.
There were 26 male cats and 24 female cats in B8 Group. There were 60

male cats, 38 female cats and one cat of unknowdeagen the control group.
Statistical Analysis

Conditional logistic regression analysis in the dwant model performed on
genotypes and single allele frequencies at SNPcase and control group did
not reveal any correlation between the T-insertiod the disease occurrence
with an OR of 0.98 (95% CI = 0.40-2.38; P = 0.963)e insertion of a third T
nucleotide at SNP 3 was present in ten of the ®BRases (20 %). Nine of
these cats were heterozygous (T3/T2) and one cathemozygous for the
allele. In the tumor-free control group, 19 cat8.21%) were positive for the
T3 allele. Eighteen control cats harboured the edlede in the heterozygous

state and one cat was homozygous for the insesfitime third T nucleotide.

The unpaired t-test comparing the groups with reispe their mean age

resulted in a P-value of 0.047.

The MAF of SNP 3 in the German cat population wa$® Qvhile it was 0.12 in
the group of US cats (Fig. 2 and Table 2).



I1l. Publikation 29

5. Discussion

The aim of this study was to investigate the catreh between a specific
nucleotide insertion in p53 gene and the occurrefdelSS in a German cat
population. For purposes of comparability, thiddgta design was based on the
study design of Banerjet al 2007 who identified the highly significant
association of SNP 3 and FISS in an American cptilation’® Contrary to the
previous study results, the genetic dispositioRI®S cannot be assigned to the
insertion of a third thymidine at SNP 3 in the fielip53 gene according to our

study results.

A possible explanation for the extremely divergiegults is a false positive
association in the precursor study, because tesiegreat potential for Type |
errors in SNP association studfésThe intronic SNP 3 does not lead to any
amino acid substitution in the coding region of tene'® Although some
intronic alterations of human p53 gene describedhim rare Li-Fraumeni
cancer predisposition syndrome lead to alternasgiiced forms of p53
protein®® the exact functional impact of most intronic SN®scarcely known
or unknown. Thus, the correlation of most intro8idPs with certain diseases
is strictly statistical and underlies the influenoé coincidence and other

sources of error.

In human medicine, genome-wide association stU@&8AS) and approaches
of candidate gene analysis are performed resultingea of data reporting
associations of SNPs with almost any kind of mdiabar cancer disease.
However, those associations are often inconsisteahly consistent in a small
percentage of SNP.2°Type | and Type Il errors frequently occur andruan

be completely ruled out in both SNP associatiorliegl The importance of
reproducible data on SNP disease associationgedreaindependent studies,

must be pronounced in this context.

Since the MAF of a SNP is known to affect the likebd to obtain false
positives in association studi®sa comparison of the calculated MAF of SNP
3 in the US cat population in question with the MikRhis study population
was performed. The frequency of SNP 3 lies far abthe crucial value of
0.05, below which SNPs usually are excluded froatigical analysis due to

concerns to inflate the number of false-positivese MAFs appear similar in
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both populations and the slight difference can lyaekplain the utterly
different results of the two studies.

However, the common statistical methods on genasisociation studies

themselves are currently under debate, indicatirgcomplexity of the topit>:
33

But as the methods used in both studies were siniilappears unlikely that
deficiencies in the statistical methods could haased the extremely

diverging results.

Although the results of this study seem very clganeral conclusions should

not be drawn without considering the following ltations:

One potential source of divergence is genetic epidegy. Banerji's study
included exclusively DSH cats from the USA, whereasour study the
German cat population was constituted by mostly [2&t3 but also some cats
of various other breeds were included. As felinaogeics still is at an early
stage, the molecular genomic characteristics demiht cat breeds e.g. in
terms of SNPs are sparsely known, and large coripargenetic studies on
feline genomics in different parts of the world ateo still missing. Learning
from GWAS experience in dog genomics, it is impottt interpret genetic
observations in the context of breed-specific malc genomic
characteristics. The lack of information about notatinental and breed-
specific differences in the domestic cat genomeoamiplicating the correct
interpretation of the study’s results. The US ddinesit population might be
descended from European domestic cats more thary@®@ ago, but how
much they differ genetically today has not beenrdhghly investigated.
Though the frequency of SNP 3 was found to be ammil both the US and the
German cat population, the presence or absencdditiamal genes possibly
conferring effects to a phenotype could make up ddiferent results.
Monogenetic effects are known to be rare, wherea®-gene interactions are
supposed to contribute to the expression of a iceplaenotype. Hence, it is
indeed possible that a genetic disposition to FAS$8escribed by Banest al
2007 can be assigned to certain p53 SNPs in atmbgmbred cat population

in the USA, but not in the German cat populatioareied in this stud}’

On the other hand, world-wide, the domestic caputetion is very
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heterogenic and FISS is not restricted to certededs. A potential test on SNP
3 as a diagnostic tool for predisposition to FI&8ud preferably be usable for
all cat breeds.

Another limitation concerning the design of thisidst might be that well
defined risk factors to FISS development such &s rthmber of vaccines
administered in the individual cats, known to imse the risk of tumorigenesis
by 50% with a single vaccination, 127% with two siaations at a site, and
175% when 3 or more vaccinations are simultaneocadiginistered, were not
included in the analysi§. Additionally, the mean age of the control group is
1.15 years lower than the mean age of the FISSpgrathat causes some
incertitude about a part of the healthy control ugrocats which could
eventually have an onset of FISS in later yearsl, #ere is no follow-up
information about the cats™ health status. Blooah@as of the FISS group
were collected first, and then the tumor-free cangroup was chosen out of a
historical study populatioff Trying to obtain a comparable mean age, the
oldest tumor-free cats were chosen from the ragbeng study populatioff.
Additionally, in the conditional logistic regressidhe odds ratio is estimated
with the data being stratified by age group, he. ¢comparisons are performed
on matching sets with two cats from the controlugr@and one cat from the
case group based on similar ages of these cats, Theianalysis is inherently
adjusted for the confounding variable “age” andithpact of the difference in

mean age between the two groups is minimized.

Apart from epidemiologic influences on the cat pagans and the limitations
concerning the slight mean age difference betw&enRISS group and the
control group, no significant differences were fduafter comparing the

methods and the design of the two studies.

Testing to determine the risk for FISS should nolfyde excluded to testing
for a single intronic SNP but should include otHarctors such as the
immunologic status, and empirical factors such daseese injection reactions
or persistent chronic inflammation caused by othstances observed before,
or cat family members with FISS occurrence. Perhaghe future it will be

possible to further elucidate the molecular clues the exaggerated
inflammatory response to trauma caused by injestionfeline tissue which

usually precedes FISS developmentingH discussed already in 2003 the role
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of an age-related immunological disposition, pdgsibsponsible for a reaction
to foreign material in older cats after vaccinatimstead of a reaction to
immunogen, as observed in younger ¢aBonsidering recent reports on FISS
development not only after vaccinations but alsoteraf microchip
implantatior’> 3¢ and even injection of rapidly absorbed medicasoch as
meloxicam®’ the disposition of feline tissue to chronic grammatous
inflammation and neoplastic transformation seems¢oease. This could hint
to a genetic disposition not only with regard tdedective tumour suppressor
mechanism, but especially with regard to a defectmmunological status.
Establishing an individual risk scale for FISS depenent, evaluating both
clinical history and laboratory test findings omgéc and immunological risk
factors already knowncould help to assess the risk in the future. Gitren
complex puzzle of genetics, further investigatioos feline functional
genomics and genetic epidemiology are necessaejutndate the multistep-

carcinogenesis of FISS on the molecular level.
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10.  Figure legends

Table 1:

4 Domestic Shorthair
b European Longhair
¢ British Shorthair

4 Oriental Shorthair

Table 2:

& Comparisons performed by conditional logistic regien with age defining
the matching sets.

® Values significant at P < 0.05

Figure 1:

The relative positions of SNP sites 1 through 8 slrewn in relation to the
genomic sequence of feline p53 exons 5 througlonng. The sites included
T/C polymorphisms at the third base of exon 5 cod68 (SNP1), intron 7
nucleotide positions 14 (SNP2) and 259 (SNP4), iatren 8 positions 15
(SNP5) and 70 (SNP8); A/G polymorphisms at pos#id® (SNP6) and 20
(SNP7); and a single thymidine (T) insertion to thasting 2 thymidines at
positions 246 and 247 (SNP3) in intron 7 (GenBawgkeasion numbers
DQ119105 and AF175762; figure and text accordingaaerji N.et al 2007,
modified).

Figure 2:
p = genotypes at SNP 3 in case and control grotgp ca

g = proportion of cats in %
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11. Tables

Table 1.Breed distribution in FISS group and control group

Breed FISS group Control group
DSH 42 72
ELHP 4 0
Maine Coon/-Mix 2 1
Norwegian Forest Cat 1 2
Angora/-Mix 1 1
Persian 0 12
Crossbred 0 3
Abyssinian 0 2
Siamese 0 1
Russian Blue 0 1
Tonkinese 0 1
BSH 0 1
OSH 0 1
Not reported 0 1

Table 2. Genotypes and allele frequencies for SNP 3 in &lied p53 gene in

cases and controls.

SNP site Genotype Cases Controls OR(95% CIf P
SNP3 T2/T2 80 0.98(0.40-  0.963
T3/T2 18 2:28)

T3/T3 1
Allele T3=0.11/T2=0.89 T3=0.10/T2=0.90

frequency
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12.  Figures

Figure 1
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IV  Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war, den Zusammenhang zwisckiner spezifischen
Nukleotidinsertion im p53-Gen und dem Risiko dedtAatens von FISS in
einer Katzenpopulation aus dem suddeutschen Raunanalysieren. Die
Hypothese einer genetischen Assoziation der Krahkhe dieser Variante
und mdoglicherweise einem weiteren Einzelnukleotiggmorphismus war im
Jahr 2007 von Banerji et al. aufgrund von eigeners¢hungsergebnissen aus
Minnesota, USA, in einem Originalartikel aufgedteWorden. Um die
Vergleichbarkeit der beiden Studien zu gewahrlaistentspricht die
vorliegende Studie in Aufbau und Methodik im Wesehen der
Vorgangerstudie von Banerji et al. aus dem Jahv 20@ die hochsignifikante
Assoziation der als SNP 3 bezeichneten Variantéelmen p53-Gen mit dem
Faktor FISS in einer US-amerikanischen Katzenpdjmuadentifiziert hatten
(BANERJI et al., 2007). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der eitiert
fruheren Studie, kann unseren Ergebnissen zufolge denetische
Pradisposition fur FISS nicht der Insertion eingdeh Thymidinnukleotids an
p246 und 247 im Intron 7 des felinen p53-Gens zrdyext werden.

Eine mdgliche Erklarung fur diese so unterschiédlic Ergebnisse ist eine
falsch-positive Assoziation in der friheren Studie. SNP-Assoziations-
Studien existiert ein groRes Potential fir Fehlestez (falsch-positive
Assoziation) und zweiter (falsch-negative Assopia@iOrdnung (HONGt al.,

2010). Der intronische SNP 3 fuhrt nicht zur Ami@osensubstitution in
kodierenden Genabschnitten (BANER&t al., 2007). Obwohl einige
intronische Veranderungen des humanen p53-Gendyailidem seltenen Li-
Fraumeni-Syndrom beschrieben wurden, einem erblichgndrom, das die
Disposition zu mehreren Arten von Tumoren in eiRerson beinhaltet, Uber
alternatives Splicing zu differierenden p53-Prageirfihren (BARELet al.,

1998), sind die genauen funktionellen Auswirkungen meisten intronischen
SNPs kaum bekannt. Daher ist die Korrelation deistae intronischen SNPs
mit bestimmten Krankheiten statistischer Natur wmderliegt dem Einfluss

von Zufall und anderen Fehlerquellen.

In der Humanmedizin werden inzwischen immer neuenogaveite

Assoziationsstudien (genome-wide association stud®/NVAS) und Studien
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mit dem Ansatz der Kandidatengen-Analyse publizidie in einer Flut von
Daten tber Korrelationen von SNPs mit verschiedenen
Stoffwechselerkrankungen oder Krebs resultierendode sind diese
Korrelationen haufig nicht in neuen Populationeproduzierbar oder nur bei
einem kleinen Prozentsatz der SNPs (HOM@I, 2010; BALASUBBUet al.,
2010). Fehler erster und zweiter Ordnung treterfipdauf und kénnen sowohl

in dieser als auch in der vorausgegangenen SNPzigemsstudie nicht
vOllig ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenmass betont werden,
wie wichtig es ist, reproduzierbare Daten in unalgigen Studien
hervorzubringen, bevor aus scheinbaren Korrelationmn SNPs mit

bestimmten Krankheiten weitreichende Schlussfolygen gezogen werden.

Da die MAF (Minor allele frequency) eines SNPs Wahrscheinlichkeit fur
ein falsch-positives Ergebnis in Assoziationsstmdaeeinflusst (Tabangiet
al., 2009), wurden die berechneten MAFs von SNP 3desr US-
Studienpopulation und in der Population dieser Btagiteinander verglichen.
Die MAF von SNP 3 liegt deutlich Gber dem kritisohé/ert von 0,05. SNPs
mit MAFs unter diesem Wert, deren selteneres Alleb noch seltener in der
untersuchten Population vorkommt, werden Ublichesgvevon statistischen
Analysen ausgeschlossen, um zu vermeiden, dasAmiiehl der falsch-
positiven Assoziationen unnoétig ansteigt. Die MAfesder Populationen sind
sehr ahnlich und kénnen daher die so unterschrezti&rgebnisse der beiden

Studien kaum erklaren.

Jedoch sind die flr genetische Assoziationsstudagrzeit Ublichen
statistischen Methoden selbst Gegenstand von $tudias die Komplexitat
des Themas andeutet (TABANGINt al, 2009; AHN et al, 2009;
NSENGIMANA und BISHOP, 2012; LOURERO et al.,20011).

Da die verwendeten Methoden der beiden Vergleiods=st jedoch im
Wesentlichen identisch waren, erscheint es unwhansiich, dass Fehler in

der Statistik die sehr unterschiedlichen Resultatarsacht haben kénnten.

Obwohl die Ergebnisse der vorliegenden Studie eitigleerscheinen, sollten
keine allgemeinen Schliisse daraus gezogen werdame die folgenden

limitierenden Faktoren zu bedenken:

Eine mogliche Ursache flr unterschiedliche Ergedanigegt in der genetischen
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Epidemiologie. Die zitierte Studie von BANERJI uMitarbeitern von 2007
bezog sich ausschliel3lich auf Katzen der Rasse Buighorthair, welche das
Pendant zur sogenannten ,Hauskatze“ oder Europ&schhaar in Europa
darstellt. In unserer Studie stellte zwar die RaSseopaisch Kurzhaar die
Uberwiegende Mehrheit der Studienpopulation, jedechiden auch einige
Katzen anderer Rassen aufgenommen. Da das Wisserdéd feline Genom
noch nicht sehr ausgereift ist, sind auch die gecten Charakteristika
verschiedener Katzenrassen, die sich z. B. in i@@denen SNPs auspragen
konnten, bisher kaum bekannt, und es gibt bisheh anoch keine grol3en
vergleichenden Studien Uber die Unterschiede imo@ewon Katzen aus
verschiedenen Teilen der Welt. Aus der Erfahrung@GWAS beim Hund ist
bekannt, wie wichtig es ist, genetische Beobacldongm Kontext
rassespezifischer molekulargenetischer Charakierigiu interpretieren. Der
Mangel an gesicherten Informationen Uber rassefsge® und durch die
unterschiedliche Herkunft bedingte Unterschiede Ganom der Hauskatze
macht die korrekte Interpretation der Ergebnisseseali Studie noch
schwieriger. Zwar mag die Hauskatzenpopulation W8A urspriinglich von
Hauskatzen aus Europa abstammen, die vor Uber&%@nlden genetischen
Pool begriindeten, inwiefern sie sich jedoch inziesc genetisch von ihren
Vorfahren entfernt hat, wurde bisher noch nichtngtich erforscht. Obwohl
die Haufigkeit des Auftretens von SNP 3 in der &ndopulation aus den
USA und in der Deutschen Studienpopulation nahdeictgwar, konnte das
Vorhandensein oder die Abwesenheit zusatzlichereGem Auspragung eines
Phanotyps beitragen und daher zu unterschiedliElngebnissen fihren. Es ist
bekannt, dass monogenetische Effekte die absolusaeatime in der Genotyp-
Phanotyp-Beziehung darstellen, wohingegen meisttipheil Interaktionen
zwischen verschiedenen Genen zur Auspragung eiesgsrimten Phénotyps
beitragen. Daher besteht in der Tat die Mdglichkddass eine genetische
Pradisposition fur FISS, wie sie von BANERallal. im Jahr 2007 beschrieben
wurde, in einer moglicherweise von Inzucht betnoffie Katzenpopulation in
den USA bestimmten SNPs zugeordnet werden kanmgchedicht in der
Deutschen Katzenpopulation, die in dieser Studtersocht wurde (BANERJI
et al, 2007).

Andererseits ist die Hauskatzenpopulation weltweitr heterogen und FISS
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ist nicht auf bestimmte Rassen beschrankt. Ein tmgtischer Test auf SNP 3
als diagnostisches Hilfsmittel fur die Fruherkengueiner genetischen
Pradisposition fur FISS sollte moglichst bei alRassen anwendbar sein.

Ein weiterer limitierender Faktor, der das Studiesign betrifft, ist die
Nichtberlcksichtigung bekannter Risikofaktoren vatwva die Anzahl der
Impfungen, die die einzelnen Katzen an einer Leaion erhalten hatten. Es
ist bekannt, dass sich das Risiko der Tumorentageimoit einer Impfung um
50 % erhoht, bei zwei Impfungen an einer Stelle12% %, und bei drei oder
mehr simultanen Impfungen erhoht sich das Risikoliih % (KASSet al,
1993). Zudem ist das durchschnittliche Alter desniollgruppe um 1,15
Jahre niedriger als das durchschnittliche Alter B&S-Gruppe, was eine
gewisse Unsicherheit dariiber bewirkt, ob ein Teit desunden Katzen der
Kontrollgruppe nicht spater in ihrem Leben FISSweciteln wirden; es gibt
kein mehrjahriges Follow-Up dieser Katzen. Die Btoben der FISS-Gruppe
wurden zuerst gesammelt und die tumorfreie Korgrapppe wurde spéter aus
einer historischen Studienpopulation ausgewahltBERKE et al, 2010). Um
ein vergleichbares Durchschnittsalter zu erhaltetuyrden mdoglichst alte
tumorfreie Katzen aus der eher jungen Studienptipnlaausgewahlt
(LABERKE et al, 2010). Aul3erdem wird in der konditionellen ldigishen
Regression die Odds Ratio mit Daten geschatzt, ddieh Altersgruppen
stratifiziert wurden, d. h. die Vergleiche werdenit nMatching Sets
durchgefuhrt, die aus zwei Katzen der Kontrollgmippnd einer Katze der
Fallgruppe bestehen, deren Alter ahnlich ist. Deldwvird die Analyse auf die
gemeinsame Variable ,Alter" adjustiert, und die mirkungen des
Unterschieds des Durchschnittsalters zwischen dadeb Gruppen werden

minimiert.

Abgesehen von den epidemiologischen Einflisserdi@uKatzenpopulationen
und den beschriebenen limitierenden Faktoren, dre geringen Unterschied
im Durchschnittsalter zwischen der FISS-Gruppe uled Kontrollgruppe
betreffen, kann man beim Vergleich von Methodik ubesign der beiden

Studien keine signifikanten Unterschiede feststelle

Die Bestimmung des Risikos fur FISS kann nicht dah Test auf einen
einzelnen intronischen SNP beschrankt sein, sonsigliite weitere Faktoren

wie den immunologischen Status und empirische Faktonit einschliel3en,
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wie etwa bereits friher aufgetretene adverse lige&teaktionen oder
persistierende chronische Entzindungen durch andeusléser, oder
Familienmitglieder mit FISS. Vielleicht wird es grer Zukunft mdglich sein,
die molekularen Mechanismen besser aufzuklarenzdieler Ubersteigerten
Entzindungsreaktion auf das Injektionstrauma iméeh Gewebe fuhren, die
normalerweise der Entwicklung von FISS vorausgelginek diskutierte
bereits 2003 die Rolle einer altersabhéngigen inolagischen Disposition,
die moglicherweise bei alteren Katzen zu einer [igiperreaktion nach der
Impfung fuhrt anstelle der erwinschten Reaktiondadg Immunogen, wie sie
Ublicherweise bei jungeren Katzen auftritt (JELINEXROO3). Wenn man die
jungsten Berichte Uber Félle von FISS bedenktndibt nur nach Impfungen,
sondern auch nach Implantation eines Mikrochips (PAet al, 2008;
CARMINATO et al, 2001) und sogar nach der Injektion von rasch
resorbierten Substanzen wie Meloxicam auftraten NDBY et al, 2011),
scheint die Disposition von felinem Gewebe zur olgch-granulomatdsen
Entziindung und zur neoplastischen Transformatiar Iz sein. Dies kénnte
auf eine genetische Disposition hindeuten, dietmicin auf einem fehlerhaften
Tumorsuppressormechanismus beruht, sondern inste®o@uch auf einem
mangelhaften immunologischen Status. Die Etablgremer individuellen
Risiko-Skala fur die FISS-Entstehung, welche sowatmnese und klinische
Erscheinungen als auch labordiagnostische Erkessgnider Katze uUber
bekannte genetische und immunologische RisikofaktqiKIRPENSTEIJN,
2006) miteinbezieht, kbnnte zukilnftig helfen, dasik® besser einzuschatzen.
Wenn man die Komplexitat der Genetik betrachtetnd siweitere
Untersuchungen der vielstufigen Karzinogenese vi®SFauf molekularer

Ebene unabdingbar, um diese aufzuklaren.
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\ Zusammenfassung

SNPs (single nucleotide polymorphisms) als inteivimuelle genetische
Variationen konnen in der Medizin als Marker fur spositionen zu

verschiedenen komplexen Krankheiten mit genetistt@nponente genutzt
werden. In der Erforschung des FISS (Feline inpeetite sarcoma) geht man
von einer genetische Disposition mancher Katzerdi@rKrankheit aus, diese
konnte jedoch bisher nicht eindeutig einem Gen agimetischen Marker
zugeordnet werden. Die US-amerikanische Studie WANERJI und

Mitarbeitern demonstrierte erstmals einen hoch8lgmiten Zusammenhang
(OR = 8,99; 95% CI = 3,42 - 23,57; p < 0,0001) sthien der SNP 3
genannten Variante im Intron 7 des felinen p53-Gedsdem Faktor FISS und
begriindet darauf Hoffnungen fur den Einsatz di€&éB als FISS-Marker in
klinisch gesunden Katzen (BANER&L al, 2007). Die vorliegende Studie
zeigt bei gleichem Studienaufbau und gleicher -wdith jedoch véllig von

diesen Resultaten abweichende Ergebnisse, wonarh Zgsammenhang
zwischen dem SNP mit den hdchsten Signifikanzwerted FISS besteht
(OR=10,98; 95% CI = 0.40 - 2.38; p = 0,963). Dewin eignet sich der
untersuchte SNP 3 zumindest nicht als weltweit eszisarer Marker zur

Friherkennung einer Pradisposition fur FISS.

Da sich die Forschung Uber das feline Genom nodinem frihen Stadium
befindet, ist die richtige Einordnung des Ergelessgedoch schwierig. Der
Mangel an Informationen Uber natirlich vorkommend&NPs und
rassespezifische sowie herkunftsbezogene Untedselne Genom der Katze
lasst viele Fragen unbeantwortet. Es bedarf weitdomktioneller und
epidemiologischer Untersuchungen von SNPs im felin@enom, um

Fortschritte im Verstandnis der molekularen Pathege des FISS zu erzielen.
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VI Summary

SNPs (single nucleotide polymorphisms) are vanmtiof single nucleotides in
the genetic code of individuals. They can be usetharkers for predilections
to complex diseases with a genetic component iin #e¢iology. In research on
FISS (Feline injection-site sarcoma) some catsbafeved to be genetically
predisposed to the disease. The kind of genetidilpation, however, could
not be assigned to a specific gene or genetic madkdar. The US study of
Banerji and others first demonstrated a highly ificemt correlation between
the genetic variant in intron 7 of feline p53 genamed SNP 3, and FISS
(OR =8.99; 95 % CI = 3.42-23.57; p < 0.0001). ®u¢hors of the study utter
hopes for the use of the SNP as a marker for FiSS8inically healthy cats
(BANERJI et al, 2007). However, the present study, which sineslahe US
precursor study in design and methods, shows caetpldiffering results.
According to these, there is no correlation betwg®nSNP with the highest
significance values and FISS (OR = 0.98; 95 % 0146-2.38; p = 0.963).

Thus, the SNP is not prone to be used as a maokesdrly detection of a
predilection to FISS, at least not for world-widgeu

Because research on feline genomics still is aearly stage, the correct
interpretation of the present study’s results islleimging. The lack of
information about naturally occurring SNPs and botbed-specific and inter-
continental differences of the feline genetic cddaves many questions
unanswered. Further investigations about the fancind epidemiology of
SNPs in the feline genome are necessary to acpm@gress in understanding
the molecular aetiology of FISS.
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