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I. Einleitung

I. EINLEITUNG

Tumorerkrankungen treten auch in der Veterinarmedizin immer haufiger auf, unter anderem
auch, da unsere Haustiere durch die bessere medizinische Versorgung immer alter werden und
damit auch die Wahrscheinlichkeit fir die Erkrankung an einem TumorleidengiriSie

Diagnostik einer Tumorerkrankung erfordert meist invasive, komplizierte urelt

kostenintensive Methodebdm die Tumordiagnostik zu vereinfachen werden in der
Humanmedizin bereits zahlreiche Tumormarker im Blut untersucht, um Aussagendiber da
mogliche Vorhandensein von Tumorgewebe, den Verlauf und die Prognose einer
Krebserkrankung sowie eine moglichst friihzeitige Erkennung von Rezidiven zu treffen
(AMAYO und KURIA, 2009; BORREBAECK, 2017)

Tumormarker konnen bei Krebserkrankungen in erhdhter Konzentration auftreten, sie werden
dabei direkt von den Krebszellen oder vom Kdorper selbst, als Reaktion auf den Tumor,
gebildet. Insbesondere die Anwesenheit messbarer embryonaler Molekdle in eittem adu
Organismus weist auf das Vorhandensein von Tumorgewelf¢ BIGA et al., 2019)
Beispiele hierfir sind daSarcinoembryonal@ntigen (CEA) oder das AlphBetoprotein
(AFP), welcheunter physiologischen Bedingungeghrend der Embryonalentwicklung
exprimiertwerdenund deshallbei vermehrtem Auftreten in adulten Organisnaén
Tumormarkein der Humanmedizimerwendet werde(SOLTANI, 1979; THRIVENI et al.,
2007; WANG et al., 2014Pie Bestimmung von Tumormarkern ist somit eine wertvolle
Untersuchungsmethode in der Onkologie. Sie unterscheidet sich von anderen
Untersuchungsmethoden, wie z.B. der Bildgebung und der Histologie, dadurch, dass sie
wenig invasiv, praktisch und preisguiggr durchzufuhren igWORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007; BORREBAECK, 2017)

Die Erforschung von Biomarkeist auchin der Veterindrmedizin zu einem Schwerpunkt
geworden und konnte grol3@etenzial fur die Veterinaronkologie habémder

Veterindrmedizin wurden bisher nur wenige diagnostische Tumormarker in der klinischen
Praxis eingesetZBRYAN, 2016; KASZAK et al., 2018)Es hat sich gezeigt, dass ihr
diagnostischer Nutzen aufgrund unzureichender Differenzierung zwischeerdehiedenen
untersuchteGruppender jeweiligen Studienft begrenzt isiFUKUMOTO et al., 2015;

BRYAN, 2016) Bosartiges Tumorgewebe unterscheidet sich von anderen Gewebeformen vor
allem durch seine héhere Proliferationsrate. Studien zeigen, dass Tumorgewebe in

Zellkulturen eine deutlich erhdhte Proliferation im Vergleich zu Kontrollgewebe aufweist

1



I. Einleitung

(ROSS et al., 2000; KROEMER und POUYSSEGUR, 20D8mentsprechend sind

Molekule, die im Zusammenhang mit der Zellproliferation verstarkt exprimiert werden, fur
die Verwendung als Tumormarker sehr interessant. Im Rahmen dieser Dissertatiomligollten
beidenTumormarkerder Proliferationsmarker Ko7 und derApoptoselnhibitor Survivin
daraufhin naher untersucht werden, ob sie fur die Erkennung von malignen Ti@ioren
Hunden geeignet sind. Die meisten Studien untersuchten das Auftreten von SurviviA und Ki
67 in Geweben, was in der Regel invasive Unielisngsmethoden erfordéBHOENEMAN

et al., 2012; KAVYA et al., 2017Nur wenige Studien haben die Surviimd Ki-67-
Konzentrationenm Blut von Hunden mit Tumoren untersu¢MANGO et al., 2010; JENA et
al., 2019) Um zu diesem Ansatz einen weiteren Beitrag zu leisten wurden in dieser
Doktorarbeit die Serumkonzentrationen von Survivin undKbei Hunden mit Tumoren mit
denen von gesunden Kontrolltieren und Hunden mit nichttumorésen Erkrankungen
verglichen, um fagustellen, ob Survivin und K87 als Serumtumormarker bei Hunden

eingesetzt werden konnten.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Biomarker

Gemal der Definition des National Cancer Institutes (NCI) des National Institutes of Health
ist ein Biomarker i biologisches Molekil, das im Blut, in anderen Korperflissigkeiten oder
im Gewebe gefunden wird und ein Anzeichen fur einen physiologischen oder pathologischen
Prozess oder fir einen gewissen Gesundheitszustand oder eine KranKBEXINVARKERS
DEFINITIONS WORKING, 2001; ARONSON und FERNER, 201Entsprechend kommen

viele verschiedene Molekile als Biomarker in Frage u.a. Nukleinsauren, Peptide, Proteine und
Metaboliten.

Biomarker kdnnen anhand von verschiedenen Kriterien klassifiziert werden, z.B. gemal ihrer
Anwendung. Dabei ergeben sich beispielsweise diagnostische Biomarker, Biomarker fur die
Stadieneinteilung von Krankheiten, prognostische Biomarker oder Biomarker zur
Therapiebegleitung odeindividualisierung und auch in der Arzneimittelentwicklung finden
Biomarker AnwendungDUFFY, 2013) Ein anderes Kriterium zur Klassifizierung von
Biomarkern, welches in der folgenden Auflistung einiger beispielhafter molekularer
Biomarker angewendet wurde, ist ihr Ursprung bzw. Vorkommen im Organismus
(ARONSON und FERNER, 2017)

Um einen Uberblick tiber das groRe Feld der molekularen Biomarker zu erlangen, werden
einige Biomarker ihrer Herkunft und Funktion nach eingeordnet und vorgestellt, wobei der
Fokus bei der Auswahl der folgenden Biomarker auf Tumorerkrankungen liegt, um dem

Thema dieser Doktorarbeit zu entsprechen.

1.1 Onkofetale Antigene

Onkofetale Antigene werden physiologischerweigein der Embryonalentwicklung in
messbaren Konzentrationen exprimiert und treten in adulten Organismen nur in
Zusammenhang mit Tumorgeschehen oder gewissen Erkrankund&hb.@#PEL und
CASELITZ, 1987)

Ein bekannter Vertreter ist das Alpkatoprotein (AFP), ein Protein, das unter
physiologischen Bedingungen wahrend der Embryonalentwicklung und in geringen Mengen

auch in der Leber und im Darm gebildet wird und als fetales Transportmolekil im Blut
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fungiert. Es wird in der Medizin u.a. in der Diagnostik von entziindlichen Lebererkrankungen,
hepatozellularen Karzinomen, Keimzelltumoren und in der Préanataldiagnostik zur
Friherkennung von Hydrozephalus, Neuralrohrdefekten oder anderen Fehlbildungen oder
StorungergemesseNSOLTANI, 1979)

DasCarcinoembryonale Antigen (CEA) ist ein an der Zelladh&sion beteiligtes Glykoprotein,
das unter normalen Umstanden nur wahrend der Entwicklung des NdagerT raktes im

Fotus produziert wird. Bei Erwachsenen wird es nur in geringen Konzentrationen von Darm,
Leber, Pankreas und Mammagewebe produ@@iN et al., 2011)Erhdhte Konzentrationen

im Serum sind daher hinweisend auf eine mogliche Tumorerkrankung, kdnnen aber auch auf
einen sehr hohen Tabakkonsum hinde@RdFFY, 2001, 2013)

Das Trophoblast Glycoprotein (TPBG) wird eigentlich in Trophoblasten von Foten

produziert, kann aber auch in adulten Organismen z.B. bei malignen Tumorerkrankungen des
MagenDarmTraktes oder der Ovarien und bei der Parkinson Erkrankung vermehrt
exprimiertwerden(TATARINOV, 1978; PARK et al., 2021)

Ein weitereBeispiel ist dasmmature Laminin Receptor Proteiessen Expression ebenfalls
auf einige embryonale und fotale Zellen beschristkindestaucht bei ausgewachsenen
Individuen Uberwiegend bei bosartigen Tumorerkrankungen wie beispielsweise
Mammakarzinome Fibrosarkomen und Leukémie B ARSOUM und
SCHWARZENBERGER, 2014)

Auch Ki-67 und Survivin kénnen in die Kategorie der onkofetalen Antigene eingeteilt
werden, auf diese beiden Biomarker wird im weiteren Verlauf dieser Doktorarbeit noch

detaillierter eingegangen.

1.2. Tumorassoziierte Antigene

Die Tumoren produzieren auch selbst vermehrt Molekile, bzw. férdern die Produktion
gewisser Molekile im Organismus, um eine flr das Tumorwachstum férderliche
Tumormikroumgebung zu schaffBOYSAL et al., 2015; KIM und BAE, 2016)

Dervaskuléare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist ein Wachstumsfaktor mit
signifikanter preangiogenetischer Aktivitat, der die GefalRpermeabilitat erhéht und die

Zellmigration férdert. Dartiber hinaus besitzt er eine die Mitose induzierende und anti
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apoptotische Wirkung auf die Endothelzellen. Aufgrund dieser Eigenschaften tragt er aktiv
dazu bei, sowohl physiologische als auch pathologische angiogenetische Prozesse zu
unterstitzefMELINCOVICI et al., 2018)

Der humane epidermale Wachstumsfal®ezeptor HER2 begunstigt maligne Prozesse durch
eine Steigerung der Zellproliferation und die Hemmung der Apoptose. Eine-HER2
Uberexprimierung bei Brustkrebs geht mit einer erhohten Aggressivitat, Metastasierungsrate
und Resistenz gegen Chemotherapie einher. Brustkrebspatientinnen, bei denen eine HER2
Mutation nachgewiesen wurde, kénnen therapeutisch von Hifiatoren profitieren. Auch

bei anderen Krebsarten, z.B. bei Osophaguskarzinomen, konnte eine UbermaRigsidexpre
von HER2 nachgewiesen werd@UFFY, 2013; YAN et al., 2015)

Auch das Glykoprotein Cancémtigen 153 (CA 153) weist erhdhte Werte bei Patienten mit
Mammakarzinomen auf, dartiber hinaus findet man es aber auch bei QPadkireas

Magen und Lungenkrebs und bei einigen gutartigen Erkrankungen wie z.B. chremisch
Hepatitis, Leberzirrhose, Sarkoidose und Hypothyreose. Seine tumorférdernde Wirkung liegt
in der Begtinstigung von Tumorinvasion unaetastasen und es blockiert den Zugang von
Immunzellen zum Tumorgewebe. Es wird als Tumormarker zur Beurteilung des

Krankheitsverlaufes, des Therapieerfolges und der Prognose verviBhdetY et al., 2010)

Eine weitere Form von Biomarkern sind die zirkulierenden Tumorzellen (CTC), die sich von
ihrem jeweiligen Primartumor separiert haben, tGber die Lyrapt Blutbahnen in den Rest
des Korpers gelangen und das Potential haben, in entfernten Organen zuskletasta

heranzuwachsen. Die Untersuchung von CTCs

Bi opsiefi bezeichnet und kann I nformationen

Brustkrebspatieirinen liefern, wie Metastasierungsnd Rezidivwahrscheinlichkeit,
Prognoseaind UberlebenszefBIDARD et al., 2016)

Auch die in dieser Doktorarbeit untersuchten und in den beiden folgenden Abschnitten des
Literaturteils noch im Detail beschriebenen Biomarker, der Apogtdsbitor Survivin und
der Proliferationsmarker K67, kann man dieser Kategorie der tumorassaeneintigene

zuordnen.

m

¢
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1.3 Anti-Tumor Antigene als Reaktion des Organismus

Als Reaktion auf ein Tumorgeschehen im Organismus produziert auch der Korper selbst als
eine Art Abwehrreaktion gewisse Molekile, um sich gegen die Tumorerkrankung zu

schitzen. Dies geschieht unter reger Beteiligung des Immunsy$i&R&IS et al., 2017)

Ein Beispiel hierfir ist das MFSD1 ProtdiMajor facilitator superfamily domainontaining

protein 1) welches in erhéhter Konzentration der Tumormetastasierung entgegenwirkt, indem
es in der Tumorzelle die Oberflachenrezeptoren beeinflusst und fur eine erhdhte Haftung der
Zellen aneinander sorgt, wodurch die Zellmigration negativ beeinflusst wird. Be#,Br

Magen und Lungenkrebspatienten mit einem niedrigeren MFSPikgel zeigte sich eine
schlechtere Progno$BOBLEK et al., 2022)

Tumorzellen prasentieren u.a. aufgrund von Mutationen haufig spezifische, tumorassoziierte
Antigene auf den MHEL-Proteinen auf ihrer Zelloberflache, welche sie von gesunden Zellen
unterscheiden. Erfolgt eine Bindung der spezifischen Zytotoxischildan das

prasentierte Antigen und dadurch die Bildung des jeweiligen NHR€ptidKomplexes,

kommt es durch Lyse zur Zerstérung der Tumorzelle. Das Oberflachenproteird@D8
Zytotoxischen TZellen ist demnach ein interessanter Biomarker fur die Immuntieegagen
Krebserkrankunge(RASKOV et al., 2021)

Das am Mitochondrium lokalisierte Protein Mitochondrialer Tumorsuppressor 1 (MTUS1)
wirkt dem Tumorwachstum entgegen, indem es vermutlich verschiedene mitochondriale
Funktionen wie die Energieversorgung der Zelle, die Produktion reaktiver
Sauerstoffzwischgrodukte und deren Interaktion mit anderen Zellzyklusregulatiesrert
(JAKOUBE et al., 2021)

Ein weiteres Antitumorprotein ist p53, welches Gienexpression der Gene fur die
Regulierung der DS-Reparatur und der Apoptose beeinflusst. Dadurch kann p53 die
Proliferation geschadigter, mutierter und potentiell maligner Zellen aufhalten, indem es den
Zellzyklus unterbricht. Bei sehr vielen Tumorerkrankungen treteAvi@ationen auf,
Krebszellen kénen in diesem Fall nicht mehr durch p53 eliminiert werden, was u.a. ein
schlechteres Therapieansprechen zur FolgéSTAEWE, 2007)
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Die beiden brustkrebsspezifischen Gene, Breast Cancer genes 1 und 2 (BRCA 1 und BRCA
2) sind Tumorsuppressorgene die Proteine produzieren, welche bei 8dR&pdratur helfen

und damit der Tumorentstehung aktiv entgegenwirken. Mutationen in diesen Genen, die
haufig vererbt werden, fihren zu einem erhdhten Risiko diverse Krebsarten zu entwickeln,
insbesondere Brustind Ovarialkreb$PETRUCELLI et al., 1993)

1.4 OrganspezifischeTumor-Antigene

Es gibt zum aktuellen Zeitpunkt keine definitiv spezifischen Biomarker fur maligne
Tumorerkrankungen, da die jeweiligen Tumormarker meist auch bei gesunden Individuen
oder gutartigen Erkrankungen auftreten. Auch sind noch keine rein tumorspezifischen Marke
bekannt, es gibt allerdings Tumormarker, die weitestgehend organspezifisgh kY,

2007)

Dazu gehort das Humane Epididymal Protein 4 (HE4), welches bei epithelialen
Ovarialkarzinomen im Vergleich zu normalem Eierstockgewebe deutlich erhdhte
Serumkonzentrationen aufweist. Es spielt eine nachgewiesene Rolle in der Tumorentstehung,
der Metastasmingsrate, der erhdhten Resistenz gegentiber Chemotherapeutika und

Zytotoxizitat als Form der korpereigenen Tumorabw@AMES et al., 2020)

Neben HE4 ist das CaneAntigen125(CA-125) aktuell der einzige, zugelassene
diagnostische Marker fur Ovarialkrebs. @25 fordert die Tumorzellproliferation und

hemmt Immunreaktionen gegen Krebserkrankungen. Es handelt sich um das langkettige
TransmembraiGlykoproteinMucin 16(MUC16), welches physiologischerweise von
Bronchiatl, Endometriuma, Ovarial und Hornhautepithelzellen gebildet wird. Unter
pathologischen Bedingungen beschiitzt es die Tumorzellen des Ovarialkarzinoms vor den
Natirlichen Killerzelen. Die Wechselwirkung zwischen MUC16 und dem membranstandigen
Glykoprotein Mesothelin ermdglicht es Tumorzellen durch gegenseitige Bindung die
metastatische Tumormasse zu vergrof3ern und ermgglicht auch die Anhaftung von
Ovarialkarzinomzellen an die Mesethchleimhau{DUFFY, 2013; FELDER et al., 2014)

Das sekretorische Glykoprotgmnostataspezifisches Antigen (PSA), wird in den Epithelzellen
der Prostata unter physiologischen Bedingungen zur Verflissigung des Prostatasekrets

produziert. In der Diagnostik des Prostatakarzinoms kaanfgsund einer hochregulierten
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Produktion durch die entsprechenden Tumorzellsrorganspezifischer Tumormarker

fungieren und zur Friherkennung im Serum gemessen weFr@S0OIAN und LOEB, 2010)

Spezifisch fur zentrale und periphere Neuronen sowie fur neuroendokrine Zellen, z.B. in der
Lunge, im MagerDarm-Trakt oder in der Schilddrise, ist das Glykolyseenzym
neuronenspezifische Enolase (NSE). Erhohte Serumkonzentrationen von NSE treten
beispielsveise bei Erkrankungen wie Lungenfibrose, Bronchopneumonie,
Lebererkrankungen, Enzephalitis, Hirninfarkten oder bei Tumorerkrankungen wie dem
kleinzelligen Bronchialkarzinom, neuroendokrinen Tumoren und Neuroblastomen auf
(HAQUE et al., 2018)

1.5 Bestimmung von Biomarkern

Wie oben bereits erwahnt kénnen Biomarker im Blut, in weiteren Korperflissigkeiten wie u.a.
Urin, LiquorundSpeichel oder im Gewebe gemessen we(B6QOMARKERS

DEFINITIONS WORKING, 2001; ARONSON und FERNER, 201Dje meisten Biomarker
lassen sich sogar auf mehr als eine Art bestimmen. Der folgende Abschnitt stellt eine
beispielhafte Aufzahlung einiger Biomarker dar, welche im Gewebe, im Urin oder im Blut

nachgewiesen werden kdnnen.

Bestimmung von Biomarkern im Gewebe

Ein immunhistochemischer Marker fir neuroendokrine Tumore ist Chromogranin A (CgA),
ein hydrophiles, einkettiges Peptid, das von endokrinen und neuroendokrinen Zellen gebildet
wird und als Vorstufe vieler biologisch aktiver Peptide fungiert. Es wird zussmmnit
Katecholaminen und Polypeptidhormonen oder zellspezifischen Neurotransmittern
gespeichert und nach Bedarf freigesetzt. Aufgrund des erhéhten Vorkommens von
Chromogranin A in neuroendokrinem Gewebe und seiner erhéhten Konzentration bei
Auftreten vonneuroendokrinen Tumoren, stellt es fur ebendiese einen recht zuverlassigen
Tumormarker dar. Es wird in diesem Zusammenhang auch als Serummarker verwendet
(LOUTHAN, 2011)

Das in der Skelettmuskulatur und in der glatten Muskulatur fir Stabilitat sorgende
Intermediarfilament Desmin kann ebenfalls immunhistochemisch bestimmt werden, um

maligne myogene Geschehen, wie.-dBs Rhabdomyosarkom oder den Desmoplastischen
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klein-rundzelligen Tumor, von nicht tumorésen Erkrankungen, wie z.B. der fortschreitenden
Muskeldystrophie, abzugrenz@4IETTINEN, 2014)

S-100-Proteine bilden eine Gruppe kleinkalziumbindender Proteine, deren Mitglieder

jeweils in bestimmten Zelltypen vorkommen, was sie fur die medizinische Diagnostik
interessant macht. In der Immunhistochemie wiD8 schon seit vielen Jahren fur die
Diagnostik von Melanomen genutzt, abemasl auch bei Brustkrebs und einigen anderen
Krebsarten Ubermafig exprimiert180 kann auch im Serum z.B. zur Bewertung des
Krankheitsverlaufes des malignen Melanoms bestimmt werden, oder auch im Liquor, um die
Prognose nach einem Schlaganfall oder SelHéddn-Trauma zu bewertefMIETTINEN,

2014; BRESNICK et al., 2015)

Um die Tumorangiogenese histopathologisch zu beurteilen, kann z.B. das sogenannte
ThrombozyterEndothelzellePAdhasionsmolekil (PECAM), auch als Cluster of
Differentiation 31 (CD31) bezeichnet, immunhistologisch gemessen werden. Es ist
physiologischerweie an der Angiogenese und Thrombozytenfunktion beteiligt, aber bei
Ubermalligem Auftreten kann es auf einen schnell proliferierenden Tumor wie u.a.
Hamangioendotheliome, Angiosarkome und Kaj®mikome hinweise(MIETTINEN,

2014)

Eine | berexprimierung @rgasspazifische tTumdkrgigendgg en Absc
bereits erwahnten Biomarkers HE4 wird immunhistochemisch h&ufig zur Diagnostik von
Ovarialkarzinomen eingese{@AMES et al., 2020)ind auch das in den kommenden

Abschnitten thematisierte 37 wird routinemafig im Gewebe bestimmt.

Bestimmung von Biomarkern im Urin

Auch im Urin kdnnen einige Biomarker gemessen werden, was eine sehr wenig invasive,
kostengunstige Untersuchungsmethode darstellt, eine Liquid BiGp#yN et al., 2020)

Auch hierzu werden im Folgenden einige Beispiele aufgezeigt.

Das schwangerschaftserhaltende Peptidhormon humanes Choriongonadotropin (hCG) halt
wahrend der Schwangerschaft das Corpus luteum aufrecht und kann im Urin und im Blut
gemessen werden. Es kann Auskunft geben Uber eine moglicherweise bestehende

Schwangersclitbzw. deren Verlauf, aber auch tber potenziell vorliegende
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Krebserkrankungen wie z.B. OvariaBronchiat oder Nierenzellkarzinom@UFFY, 2013;
SZCZERBA et al., 2016)

Metanephrinesind hormonell unwirksame Abbauprodukte von Adrenalin und Noradrenalin,
die in erhdhten Konzentrationen im Urin oder im Blutplasma als Tumormarker fur das
Phaochromozytom eingesetzt werdeBENDERS et al., 2002)

Ein weiterer Tumormarker im Urin ist die Hydroxyindolessigs4BfEIES). Dabei handelt

es sich um ein Stoffwechselprodukt des Serotonins, welches bei Karzinoiden, die von den
enterochromaffinen Zellen des Dunndarmes ausgehen, in grof3en Mengen freigesetzt wird.
Dieses kann auch bei verminderter Nierenfunktion und dackinnahme bestimmter
Medikamente oder Nahrungsmittel erhoht S&BMA et al., 1992; BURKS und BAO,

2016)

Bestimmung von Biomarkern im Blut

Die Messung von Biomarkern im Blut ist ebenfalls einfach durchflhrbar, im Vergleich zur
Untersuchung von Gewebeproben kostenginstiger und weniger invasiv, was sie zu einem
gefragten Screeningtool fir die Forschung und Diagnostik f@et®WLEY et al., 2013)
Einige Biomarker, die im Serum bestimmt werden kénnen, werden im folgenden Abschnitt

kurz vorgestellt.

Das CytokeratifFragment 19 (CYFRA 21) ist ein Fragment des Zellstrukturproteins
Cytokeratin und wird als Serumtumormarker fur Erkrankungen der Lunge verwendet, um
benigne Lungenerkrankungen von niglginzelligen Bronchialkarzinomen, insbesondere
Platenepithelkarzinomen, abzugrenzen und die Prognose sowie den Therapieerfolg
einzuschatze(FU et al., 2019)

Ein weiterer Serumtumormarker ist das den Mucinen ahnelnde Glykop@zateaerAntigen
72-4 (CA 72-4), es wird in der Medizin haufig fur die Verlaufskontrolle von
Tumorerkrankungen wie MagerOvariat, Osophagusund Pankreaskarzinomen eingesetzt
(GUADAGNI et al., 1995)

Ebenfalls ein Glykoprotein, das u.a. im Serum als Tumormarker gemessen wird, ist das

Squamous Cell Carcinoma Antigen (SCC), welches in Plattenepithelzellen vorkommt und
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dementsprechend fur die Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen und auch anderen

malignen Tumoren genutzt wifdHU, 2022)

Auch das @ 125 ist ein Glykoprotein und wird im Serum haufig in Kombination mit CA 72
4 ebenfalls fur die Verlaufskontrolle von Ovarialkarzinomen verwefldFFY, 2013;
FELDER et al., 2014)

Die im oberen Abschnitt bereits beschriebene Proteingrugi@Xann in erhdhten
Konzentrationen im Serum z.B. als Marker fur mogliche Gehirnschaden im Zusammenhang

mit Herzoperationen vorkommeALI et al., 2000)

In den folgenden beiden Abschnitten des Literaturteils dieser Doktorarbeit werden die zwei
Biomarker Ki67 und Survivin ausfuhrlicher vorgestellt. Als potenzielle Serumtumormarker
bei Hunden mit Tumoren bilden sie den Hauptfokus der im weiteren Verlagdstetiten

Untersuchungen.
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2. Survivin

Survivin ist ein 1997 von Ambrosini et al. in humane#@@l-Lymphomen entdecktes,
Apoptosehemmendes Protein und damit gehort es zur Familie der IAPs (inkidiitor
apoptosis). Es wird auch als BIRC5 bezeichnet, dies steht fur baculoviral inhibitor of
apoptosis repeatontaining 5 Auf der Genebenwird esvom sogenannten BIRC5 Gen
codiert(AMBROSINI et al., 1997)

2.1 Struktur von Survivin

Survivin ist das kleinste der IAProteine Es umfasst 14,7 kb am telomeren Ende von
Chromosom 17 und kodidfiir das 16,5 kDa WildtyySurvivin-Protein mit einer Lange von
142 AminosaurenDenWildtyp eingeschlossen siraktuell finfSpleil¥Varianten bekannt
welchen unterschiedliche Funktionen zugesprochen wé¢hMAROTKA et al., 2002;
CALDAS et al., 2005; LI, 2005urvivinenthaltim Vergleich zu anderen IARwiIr eine
einzelne BIRDomane (= Baculovirus IAP Repeatjelchedurch eire diese stabilisierende,
vier Zink-Liganden beinhaltende ZinkfingerdomaamaN-Termirnusdes Proteins
charakterisiert istDie Proteinstruktur ist beirBurvivirMonomer neben der BHRoméane
durchdrei U-Helices und ein dreistrangigb-FaltblattcharakterisiertZzwei Survivin
Monomere bilden gemeinsam tber Wasserstoffbriickenbindungen und van deKvé#tels
das charakteristische beweshapeeDimer, welcheslemSurvivin-Proteinvermutlicheine
einzigartige Adaptorfunktiomerleihnt(CHANTALAT et al., 2000; VERDECIA et al., 2000)

2.2 Funktion von Survivin

Survivin ist einzum grof3ten Tekmbryonal exprimiertes Molek(WHEATLEY und
MCNEISH, 2005) dassich funktionelldurch die Hemmung der Apoptosed Beeinflussung
der Mitose und ZytokinesauszeichnetALTIERI und MARCHISIO, 1999; LI et al., 2008;
WHEATLEY und ALTIERI, 2019) Der Zusammenhang zwischen der Expression von
Survivin und der Hemmung der Apoptose in der fétalen Entwicklung wurde bei
Mauseembryonen nachgewieg&DIDA et al., 1998) in adulten Geweben wurde jedoch
keine offensichtliche Funktion festgestellt, was durch die sehr niedrigen
Serumkonzentrationen bei adulten Mausen bestétigt WALdBERI und MARCHISIO,
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1999) Die BIR-Domane des Survivins von Mausen und Menschen ist sehr ahnlich
strukturiert(ALTIERI und MARCHISIO, 1999)

Es wird vermutet, dass der Schlissel\lirkungsweiseder IAP-Proteine einschliel3lich

Survivin, die Apoptose negativ zu beeinflussen, in den jeweiligerBIRanen liegt. Tamm

et al.konnte zeigenpdass das Ausschalten der BIRmanen die IAPs in ihrer Funktion, fur

die Apoptose erforderlich@aspasen zu blockieren, beeintrachfighMM et al., 1998) Die

Apoptose beziehungsweise dprogrammierte Zelltoderfolgt, wenn eine Zell®efekte oder

eine unzureichende Funktion aufwefSie ist eine Grundvoraussetzung fir die
morphogenetische Homoostase wahrend der Friihentwicklungssedtieller Bestandteil
pathophysiologisché/orgédngen jedem Lebensstadium eines OrganisifitsOMPSON,

1995) Dadurch werden fur den Organisnpatentiellschadliche Zellen eliminiert, darunter

fallen entartete, mutierte oder seneszente Zellen, beschadigte Gameten oder auch autoimmun

reaktive Immunzellen.

Man unterscheidet zwischen intrinsischer und extrinsischer Apoptose, abhéngig davon, ob
intrinsische Faktorewie z.B. DNSSchéaderund oxidativer Stressen programmierten

Zelltod einleiten oder externe Faktoren wie z.B. Rontgenstrahlung, Zytotoxinkelibzker

dafir verantwortlich sindKASHYAP et al., 2021)Beim intrinsischerapoptotischen
Vorgangsorgt der die Apoptose auslosende intrinsische Faktor flr eine vermehrte Produktion
von proapoptotischen Proteinen, sodass diese gegentiber den antiapoptotischen Proteinen

Uberwiegen.

Als proapoptotische Beispietind hierinsbesondere Bax undcB2 zu nennen, welche eine
erhohte Permeabilitat der Mitochondrienmembranen verursachen, sodass Cytochrom C in das
Cytoplasma ubertreten kann, welcldennzusammen mit dem Protein Apafls

Bestandte des ProteinemplexesApoptosomdie Initiatorcapase9 in den Arbeitsmodus

versett. Diesewiederumaktiviert Effektorcaspasen widie Caspas8, Caspasé und

Caspas€, welche fur den eigentlichen Vorgang der Apoptose verantwortlich &nd

nachdem, welcheCaspase aktiviert werden, erfolgt ein Abbau verschiedener Zellorganellen
oder eine Aktivierung von Enzymenglchefiur den Abbau des Zytoskeletts der Zelle und der
DNS zustandig sindMittels Phagozytoséndet dann ein Abbau der zersetzten

Zellbestandteile durch Makrophagen statt.

Die extrinsische Apoptoseird durch die Interaktion externer Faktoramsammemit den
TumornekrosefaktoreRas, TNFR1 und DR3Rezeptoren auf der Zellmembransgeldst,
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was in eineKettenreaktion inerhalbder Zelleresultiert bis hin zur Aktivierunger
Initiatorcaspasefaspase und Caspast0. Caspas® wiederunmspaltetBid, welchesn
seiner aktiven Forran den Mitochondrien die Freisetzung von Cytochrom C bedings.
wiederumfiihrt auch wiededazu, das&ffektorcaspasen wi€aspase3, Caspasé und
Caspas€ in Aktiontreten und ihre Funktion, in der Zelle Proteine detlorganellen zu
spalten und abzubauen und damit die eigentliche Apoptosazufiihrenerfullen
Wiederum erfolgt dann ittels Phagozytosder Abbau der zersetzten Zellbestandteile durch
MakrophagerKASHYAP et al., 2021)Die exaktefunktionelleArt und Weise mit welcher
die IAPs auf molekularer Ebene die Apoptose inhibigigmoch nicht bekannt, da IAPs
offenbar Uber mehrere MechanismgEn programmierten Zelltod beeinflusdé&mnen
(DEVERAUX et al., 1998; O'RIORDAN et al., 2008)

Survivin scheint wie andere Proteine der HkBmilie ebenfallsspezifischdurch direkte oder
indirekte Bindung der BIFDomé&nean die terminalen Effektorcaspaseaspase und
Caspas€ zu binden und damit die Umwandlung von Procaspasen in ihre aktivezkorm
inhibieren. Dadurch hemmt Survivin die Caspag&évitat und damit die ApoptosefAMM

et al., 1998; SHIN et al., 2001s gibt Hinweise, dass Survivin zudem den durch Bax oder
Fas induzierten Zelltod inhibienind auch die InitiatorcaspaSanaktiviert(TAMM et al.,

1998; CHANDELE et al., 20045urvivin scheintgdoch nicht an die Initiatorspase8 zu
binden(TAMM et al., 1998) Survivin spielt zudem eine essentielle Rolle in der Zellteilung.
Im Jahr 1998 wurde erstmals beobachtet, dass die SuBsypiression in der Zelle wahrend
derG:- zur SPhase anstgtund in der G- undM-Phase hohe Konzentrationen erreigimt.
Zellkerntritt Survivin wahrend der Mitose mit den Mikrotubuli in Verbindung godgtals
Monomerfir die StailisierungdesChromosoman Rassenge€omplexes (CP(, welcher in
der Metaphase der Mitose an die Zentromere der Chromosomen andotikiudie
Spindelfasermlie richtige Trennung der Schwesterchromatiden und damit die korrekte
Zellteilungaufeinander abstimngLI et al., 1998)

2.3 Survivin im Zusammenhang mit nichttumorésen Erkrankungen in der

Humanmedizin

Survivin wird in der Forschung und Medizin hauptsachlich in Verbindung mit
Tumorerkrankungen untersucht, es spielt aber auch eine Rolle im Zusammenhang mit vielen

verschiedenen, niclittmorésen ErkrankungeB8urvivin begunstigt die Antigenprasentation,
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sowie die Erhaltung von autoreaktiven Zellen und die Produktion von Autoantikérpern.
Dadurch unterstutzt es desranschreiten von Autoimmunkrankheiten wie rheumatoider
Arthritis, Psoriasis, systemischer Sklerose, multipler Sklerose, Myasthenia gravis, chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen und Oraler Lichen PIGBRAVINA et al., 2017) Bei der
erosiven rheumatoiden Arthritigar die SurvivinKonzentration im Serum gegenuiber der
nichterosiven rheumatoiden Arthritis erhdBIOKAREWA et al., 2005)Survivinwar her
auch ein unabhangiger Indikator dafir, deishdie Erkrankung nicht in Remissidrefand
(SVENSSON et al., 2010Patienten mit Multipler Sklerose zeigten erhéhte SeBumvivin-
Werte im Vergleich mit einer Kontrollgruppe und ein dhnliches Bild zeigte sich auch bei
Psoriasispatienten und bei Patienten mit Systemischer Sklerose, hier Beigtéfene
zudem auch erhohte Werte im Vergleich mit Patienten mit Lupus erythemg@l&E et
al., 2010; ALIZADEHFANALOU et al., 2020; AKPINAR et al., 2022)m Unterschied dazu
wiesen Patienten mit Lupus nephritis erniedrigte Survikdmzentrationen im Serum im
Vergleich zu ihrer Kontrollgruppauf. BeiNierentransplantationspatienten wurden hohe
SerumSurvivinrKonzentrationen mit einer besseren Genesung in Verbindung gebracht
(DANIELS et al., 2021; LISBOA et al., 2022)

Chronische, nichtumorése Lebererkrankungen zeig niedrigere, durch PCR bestimmte
SurvivirmRNA-Level als hepatozellulare Karzinome und die Survlvavel korrelieten

hier auch mit Tumorgrad und GefaRinvasffONTORSI et al., 2007)Demgegeniber
prasentiee diechronische virale Hepatitis urtlie Leberzirrhose wiederum erhéhte Serum
SurvivinrKonzentrationen im Vergleich zu ihrer Kontrollgrug(MATTEUCCI et al., 2014)

In einer Studie zu Survivin bei Sepsispatienten wurden unterschiedliche-Batafditen und

ihre Konzentrationen untersucht, dabei stellte sich heraus, dass die SpleiRvarianter Wildtyp
Survivin, 2B-Survivin und SurviviRgp& x 3 b eund SgpsiBpatiemedeutlich erhdhte

Werte aufwiesen, wohingegen die Spleil3varianteéS8Brivin nur in reduziertem Mal3e
vorhanden wafMILIARAKI et al., 2021). In einer etwas alteren Studie zu Sepsis und
Survivin zeigten Sepsispatienten im Vergleich zur Gesundgruppe erniedrigte-Seanimn-
Werte, die Mortalitat bei Sepsispatienten mit hdheren SurKuinzentrationen war geringer
und Survivin korrelierte miginem Ruckgang der Entziindung, einem geringeren Schweregrad

der Erkrankung und einer glunstigeren Progri@dstANG et al., 2020)
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2.4 Survivin im Zusammenhang mit ncht-tumorésen Erkrankungen in der

Veterinarmedizin

Fur die Tiermedizin scheint es zum aktuellen Zeitpunkt keine Studien zu geben, die sich im
Speziellen mit Zusammenhé&ngen zwischen Survivin und-tuchorosen Erkrankungen

beschaftigen.

2.5 Survivin im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen in der Humanmedizin

Da der Biomarker Survivin in der Humanmedizin in den meisten Tgewelen in hohem
Mal3e exprimiert wird, in ausdifferenzierten Zelkon gesundem adulteGewebe aber
praktischnicht nachgewiesen werden kagilt Survivin als tumorspezifisches Molekil und
ist daher fiit die Tumordiagnostik interessgMELCULESCU et al., 1999; FUKUDA und
PELUS, 2006; SAH et al., 2006)

Seine Expression in neoplastischen Zellen wird durch die Aktivierung von Lymphozyten
induziert, was eine Verbindung zwischen Tumorzellen und dem Immunsystem aufzeigt
(KORNACKER et al., 2001)Klinische Studien am Menschen haben hohe Survivin
Konzentrationen mit schlechterem Ansprechen auf zahlreiche Krebstherapien und einer
schlechteren Prognose in Zusammenhang gebfaBiAN et al., 2002; PAIK et al., 2004;
MORGILLO et al., 2006)

Eine Gruppe von Patienten mit u.a. Brustkrebs, Darmkrebs und Ovarialkarzinom zeigte mit
im Mittel 196,23 pg/rhsignifikant hdhere Serw8urvivinrWerte als die zu vergleichende
Gesundgruppe mit im Mittel 117,73 pd/(GUNALDI et al., 2018) In einer anderen Studie,

in der die Tumorgruppe ausschlie3lich Patienten mit Darmkrebs beinhaltete, wurde bei 38,2%
der Darmkrebspatienten Survivin im Serum nachgewiesen, aber auch bei 81,8% der
Menschen in der Gesundgruppe, sodass S&umivin fir dieDiagnostik von Darmkrebs

eher ungeeignet zu sein schlAKUBOWSKA et al., 2016)Ovarialkarzinome, in

wiederum einer anderen Studie fUr sich betrachtet, zeigten im Serum héhere Survivin
Konzentrationen als die zu vergleichenden gutartigen epithelialen Ovarialtur8areivin
korrelierte bei den Ovarialkarzinomen zudem positiv mit dem Alter, fortgeschrittenem
Stadium und geringerem krankheitsfrelgberleben(NO et al., 2011)

Brustkrebspatieiinen haben im Vergleich zu ihrer jeweiligen Gesundgruppe ebenfalls

erhdhte SerurSurvivinrWerte und Survivirexprimierende Brustkrebszellen werden in
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signifikantem Ausmal3 mit einigen klinisgathologischen Charakteristika wie
Blutgefaliinfiltration, histologischem Tumorgrad, Tumorgrdf3e und Status der regionaren
Lymphknoten in Verbindung gebradffIE et al., 2006; KHAN et al., 2014Bei nicht

kleinzelligen Lungenkarzinomen wurden in einer anderen Studie im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe keine signifikant abweichenden Sef@unvivin-Werte festgestellt, aber ein
Absinken der SurvivirFKonzentration nach einer Chemotherapie konnte als Indikat@in
Ansprechen auf die Therapdéenen nicht aber fiir das Uberleb¢DERIN et al., 2008)
Magenkarzinompatienten zeigten mit einem medianen Surizewel von 147 IU/L (4,4

4936) ebenfalls signifikant héhere Werte als die zu vergleichende Kontrollgruppe mit 26 1U/L
(3,8- 1430)(BOZKAYA et al., 2018) Die signifikant hoheren SeruBurvivin-

Konzentrationen im Vergleich zur Gesundgruppe wurden bei duktalen Adenokarzinomen des
Pankreas zudem mit perineuraler Streuung, Metastasierung in regionare Lymphknoten,
Zelldifferenzierung und Wiederauftreten desmiars assoziiefDONG et al., 2015)Auch

bei Blasenkarzinomen und Nierenzellkarzinomen ist Survivin im Serum signifikant erhoht
gegenuber einer Gesundgruppe, in dieser Studie konnten mittels ELISA aber auch im Urin beli
den Tumorpatienten signifikant erhdhte Survilzevel gemessen werdenas in einer

friheren Studie bei Brustkrebspatienen nicht gelungen iSGUNEY et al., 2006; CHEN et

al., 2018)

Diese Aufzahlung dient dazu, einen kleinen Uberblick tiber die bisherigen zahlreichen
Untersuchungen zu Survivin bei malignen Tumoren zu verschaffen und erhebt keinen

Anspruch auf Vollstandigkeit.

2.6 Survivin im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen in der Veterindrmedizin

In der Tiermedizin wurde Survivinei Tumorerkrankungen bisher hauptsachlich im Gewebe
untersucht, es gibt aber auch schon vereinzelt Untersuchungen zu Survivin im Serum bei
caninen Tumorerkrankungen. Dementsprechend wurden in einer 8tti¢tHanden
Autoantikdrper gegen Survivin mittels ELISA im Serum bei 27,1% der Hunde in der
Tumorgruppe mit verschiedenen Tumoren, insbesondere caninen Mammatumoren,
Plattenepithelkarzinomen und Melanomen, gemessen und auch vereinzelt bei den nicht
tumords erkrankteRlunden (12%)TANGO et al., 201Q)Eine weitere Studie hat die Serum
SurvivinrKonzentrationen bei Hindinnen mit caninen Mammatumoren (110,02 +/

9,77pg/ml) gemessen, welche signifikant héher im Vergleich zu Kmarollgruppemit
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gesunden Hunden (30,28 2/99pg/ml) war, bei einer Spezifitdt von 95% und einer
Sensitivitat von 73,33%JENA et al., 2019)

Mittels Immunhistochemie wurde Survivin beispielsweise bei verschiedenen Subtypen des
caninen Lymphoms und caninen Mammatumoren nachgew(dadMVIERSHOFF et al.,

2010; BONGIOVANNI et al., 2015; SOKOLOWSKA et al., 201Bgi verschiedenen

kutanen und subkutanen Tumoren bei Hunden wurde eine signifikant héhere Survivin
Expression bei den malignen Tumoren im Vergleich zu den benignen Tumoren geraiessen
ahnliches Ergebnisuvde bei eineStudieverzeichnetdie bei malignen Prostatakarzinomen
des Hundes signifikant haufiger eine Survitarpression im Vergleich zu gutartigen
Prostatahyperplasien des Hundes nachweisen kGRAYA et al., 2017; BONGIOVANNI

et al., 2019)Auch bei Plattenepithelkarzin@mbei Hunaenliel3 sich eine vermehrte nuke
SurvivinrExpression messen im Vergleich zu gesunder adtdi@nerEpidermis
(BONGIOVANNI et al., 2009) Bei Osteosarkomen des Hundes wurde eine verstarkte
SurvivinExpression des Tumorgewebes mit einem fortgeschritteneren Stadium, erhohte
Mitoseindex, sowie eimeverkiirzten krankheitsfreien Uberlebenszeit assoziiert
(SHOENEMAN et al., 2012)
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3. Ki-67

Das TumofAntigen Ki-67, auch Antigen kb7 oder MKi67 (Marker of Proliferation K&7)
genanntwurde erstmals 1983 bei der Immunisierung von Mausen mit Kernen der Hodgkin
Lymphomzelllinie L428 entdeckt und nach seinem Fundort Kiel und der Nummer des
Originalklons auf einer 94vell Platte benanlGERDES et al., 1983; SCHOLZEN und
GERDES, 2000)

3.1 Struktur von Ki-67

Auf der Proteinebene sindvei Ki-67-Proteirlsoformen mit einer jeweiligen

Molekularmasse von 320 bzw. 359 kDa bekafmtbeinhalten eine grol3e zentrale Region

mit 16 sich wiederholenden Elementen, den sogenanntéii KepeatsAuf der Genebene

wird der auf dem Chromosom 10g&% befindliche Genlokus des 46i7-Proteins durch

29965 Basenpaakediert(DUCHROW et al., 1996 Die Ki-67-Proteinstruktumeist eine

hohe elektrische Nettoladung astheintgrof3tenteils entfaltet vauliegenund zeigt eine
amphiphile Struktur, indem die kurzet€minale LRDomane von Ki67 eine hohe
Anziehungskraft auf das Chromatin austibt, wahrend die lartgenNnale Doméne eine

hohe Anziehungskraft auf das Zytoplasma audiisseEigenschafist charakteristisciir
oberflachenaktive Stoffe wie bei dérensidenCUYLEN et al., 2016)Die durch
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ermittelte zweifarbige Markierung beider Proteinenden
offenbarte eine fir polymere Tenside charakteristische ausgedehnte molekulare Struktur mit
birstendhnlichen Anordnungé@UYLEN et al., 2016)Diese lasst auf eine biomechanische
Funktion in der Chromosomenperipherie wahrend der Mitose schlie3en und legt nahe, dass
naturliche Proteine als Tenside bei detlkompartimentierung fungieren konnt6@UYLEN

et al., 2016)Tenside setzen die Oberflachenspannung einer Flissigkeit oder die
Grenzflachenspannung zwischen zwei Phasen herab und stabilisieren Dispersionen und
Emulsionen durch sterische Hinderung und/oder elektrostatische Abst@gBDS8&N und
KUNJAPPU, 2012)Die Funktionsmechanismen von-&Y sind auf molekularer Ebene noch
relativ unbekannt, die auffallige Ahnlichkeit mit Tensiden konnte aber hinweisend auf dessen

nahere Funktion sein.
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3.2 Funktion von Ki-67

Im Zellzyklus ist Ki67 in allen aktiven Phasen, det-GS-, G>-Phase und der Mitose,
prasentjn ruhenden Zellen, welche sich in d&r-Phaseébefinden, kommt es jedoch nicht

vor (BRUNO und DARZYNKIEWICZ, 1992)In der Interphase ist K67 ausschlief3lich im
Nukleus lokalisiert und wahrend der Mitose verlagert es sich auf die Oberflache der
ChromosomeCUYLEN et al., 2016)Esist dann in der Prophase bis hin zur Telophase auf
der Oberflache der Chromosomen anzutref@hlIWAKI et al., 2005) Das Ki67 Antigen
scheint aber nicht zur eigentlichen Struktur der mitotischen Chromosomen beizulragen,
Dezimierung von Ki67 fuhrt allerdings zu Fehlern bei der Neuanordnung des Zellkernes
nach Ende der Mitog®OOTH et al., 2014)ind zu fehlerhaftem Interphase Heterochromatin
(SOBECKI et al., 2016)n der Studie von Cuylen et al. konnte weiterhin mithilfe von
Zeitraffermikroskopie herausgefunden werden, dass die Abwesenheit\@hvikihrend des
Zerfalls der Zellkernmembran dazu fihrte, dass die Chromosomen zeieinetlichen
kohéarenten Chromatinmasse verschmelzer6 Kverlagerte sich erst in einem sehr spaten
Stadium der Prophase vaxucleoluszu den Chromosomenarmen und ist demnach nicht fir
die initiale Auftrennung der Chromosomen und Chromosomenkondensation wahrend der
Prophase erforderlc sondern fur die raumliche Trennung nach dem Zerfall der
Zellkernmembran. Diese Fahigkeit wird-B¥ wahrscheinlich durch seine Gré3e und
elektrische Ladung ermdéglicht. Ein verminderter raumlicher Abstand zwischen mitotischen
Chromosomen durch eine rederze Ki-67-Konzentration behinderte einen adaquaten Zugang
der Mikrotubuli des Spindelapparates zu den Chromosomen und verzoégerte somit das
VoranschreiterdesAbbaus der Kernmembran bis zum Beginn der Anaphase erheblich
(CUYLEN et al., 2016)Neben dem Einfluss, den 46i7 auf die Zellteilung hat, hat das
Antigen auch eineforderlichenEffekt auf die Polymeraskabhangige ribosomale R8N
Synthes€ SCHOLZEN und GERDES, 2000; RAHMANZADEH et al., 200Dje genaue
Wirkweise von Ki67 istin diesem Zusammenhaadierdingsgrof3tenteilsnochnicht weiter

bekannt.

3.3 Verwendungvon Ki-67in der Tumordiagnostik

Durch seine enge Assoziation mit der Zellproliferation wirebKibereits h&ufig in der
Grundlagenforschung und Krebsprognose als Proliferationsmarker ein@#diz1ELD
et al., 2006; YERUSHALMI et al., 2010pefinitionsgemal ist ein Proliferationsmarker ein
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Antigen, das in proliferierenden, also in schnellwachsenden, nicht aber in ruhenden Zellen
exprimiert wird und mit monoklonalen Antikorpern darstellbaf&tN DIERENDONCK et

al., 1989; SCHOLZEN und GERDES, 2000; WHITFIELD et al., 20063 selektive
Expression nur in aktiven Phasen des Zellzyklus macht dé&3-Rrotein zu einem
interessanten Ziel in der Krebsforschulmgder Immunhistochemie wird K87 bereits haufig
verwendet, um die sogenannte Wachstumsfraktion einer Zellpopulation zu bestimmen, also
die Anzahl proliferierender und folglich 7 positiver Zellen im Zellzyklus von
physiologisch reaktivem Gewekewieneoplastischem GewelCHOLZEN und GERDES,
2000; ENDL et al., 2001 Dabei konnte dgeweilige Prozentsatz der Ké7-positiven
Tumorzellen haufig mit dem Therapieerfolg und der Prognose von Krebspatienten in
Verbindung gebracht werd¢BCHOLZEN und GERDES, 2000; YUAN et al., 2016;
KAMMERER-JACQUET et al., 2019)

3.4 Ki-67 im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen in der Humanmedizin

Ki-67 wurde in der Humanmedizin bei einer Vielzabih malignen Tumoren untersucht,

unter anderem bei Prostatakarzinomen, hier lieRen durch Nadelbiopsien gewonnene,
immunhistochemisch auf K87 untersuchte Prostatakarzinomgewebeproben eine
prognostische Aussage @/AMMERER-JACQUET et al., 2019Ki-67 warbei

kolorektalen Karzinomen in héherer Konzentration als in gesundem Gewebe vorhanden
(SALEH et al., 2020)Mammakarzinomgehdrerzu den wenigen malignen Tumordei
denen Ki67 nicht nur im Gewebe, sondern auch im Serum untersucht und in statistisch
signifikant hoheren Konzentrationen gegentber der Kontrollgruppe gefunden Barde
Brustkrebs wurden die erhdhten-&7-Konzentrationerzudemunter anderem mdem
Ansprechen auf Therapien umit derPrognose assoziigfY UAN et al., 2016; PENAULT
LLORCA und RADOSEVIGROBIN, 2017) Untersuchte man K67 bei hepatozellularen
Karzinomenso zeigtesichbei dieser Tumorattdufig auch das umliegende Lebergewebe Ki
67-positiv, was auf eine hohe Proliferationsrate im gesamten erkrankten Organ hfhikist
et al., 2021)Auch beiNierenzellkarzinomemrrgab sicleine Korrelation zwischen Ka7-
Expression und Prognose sowetastasierungspotentidMENON et al., 2019)Dartber
hinaus wadie Bestimmung der Wachstumsfraktion eines Tumors mithilfe vediZkauch fur
die Beurteilung depotentiell aggressiven Verhaltemsrschiedener Neoplasien des
NervensystemaufschlussreiclBURGER et al., 1986; XU et al., 202B8Is Tumormarker
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im Serumwiederumwurde Ki67 in der Humanmedizin deutlich weniger untersucht. Es
existieren Studien vor allem fur Patientinnen mit Brustkrebs, welche zeigen, dassoder Ki
Serumspiegel bei malignen Tumoren hoher ist als bei-metignen Kontrollgruppen
(YUAN et al., 2016; RAGAB et al., 2018; REN et al., 2020)

3.5 Ki-67 im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen in der Veterinarmedizin

In der Veterindrmedizin wird K67 ebenfalls routinemanig in der Immunhistochemie fir die
Tumordiagnostik eingesetzt. i7 zeige insbesondere bélunden mitMammatumoren
erhdhte Konzentrationen gegeniber jeweiligengesunderKontrollgruppe Die erhéhten
Ki-67-Konzentrationekonnten miteinererhdhte Metastasierungswahrscheinlichkeiner
schlechtere Prognose un#iirzerenUberlebenszeit in Verbindung gebracht werden
(QUEIROGA et al., 2011; NOWAK et al., 2018ei Tumorarten wie debymphomen
(FOURNEL-FLEURY et al., 1997)MastzelltumorefSAKAI et al., 2002und Gliomen
(FRASER et al., 201&onnte Ki-67 zudem bei der Einteilung in Tumorgrade unterstitzen
Ein erhohter Ki67-Index wurdebei Schilddrisenkarzinomé@AMPOS et al., 2014)
zusatzlich mit lokaler Invasivitéat assoziiddeoplasien dePerianaldrise(PEREIRA et al.,
2013)wiesen ebenfalls einen statistisch signifikant erh6Kie@7-Indexim Vergleich zur
Kontrollgruppeauf, was auch mgotentiellen Rezidiven koinzidierte Wie auch in der
Humanmedizirfindet man in deWeterindrmedizin nur vereinzelt Studien, die den Biomarker
Ki-67 im Serum untersuchelm derhiergenannten Studgnd die Serumkonzentrationen von
Ki-67 bei Hunden mit Tumoren statistisch signifikant héher als bei der begleitenden
Gesundgrupp@NEUMANN et al., 2017)

3.6 Ki-67 im Zusammenhang mit nichttumordsen Erkrankungen in der Humanmedizin

Da eine erhohte Zellproliferation nicht nur bei Tumorgeschehen auftritt, sondern unter
anderem auch im Immunstoffwechsel, also auch bei nicht tumorbedingten
KrankheitszustandefANDREJEVA und RATHMELL, 2017)sind auch diese eventuell
interessant fur die Verwendung von-&i7.Die Studienlage ist hierbei weniger ausgepragt als
bei Ki-67 in der Tumordiagnostikind es scheinen zudem wieder hauptsachlich Studien zu
immunhistochemischen Untersuchungen z+#6Kizu existierenAuch hier sind

Untersuchungen zKi-67 im Serunrar. In einer Studieeigke sich bei einer Helicobacter
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pylori bedingten Gastritis ein erhéhter-8r-Index gegentuber der Kontrollgruppe uwtidser
scheint mit einem @bhten Risiko flr eine spatere Entwicklung von Magenkrebs
einherzugehe(KIM et al., 2004) Weiterhinfand sichbei autoimmun bedingten
Schilddrusenerkrankungen wie zum Beispiel HashiATdtgreoiditisein Zusammenhang
zwischenreiner deutlichen immunhistochemischen Expression ve®iZKind einer gewissen
Tendenz zuspateren Entwicklung vo&childdrisentumore(MSEDDI et al., 2017)Bei
entzundlichen ArthropathienwdeKi-67 im Synovialgewebe tberexprimierd mankann
zwischen verschiedenen entztindlichen Arthropathien untersch@dgiber hinaus
korreliertdie Uberexpressiomit demhistologischen Schweregrad der Syno(B&ESSLER
et al., 2008)Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes oder
systemischer SklerodermspielteKi-67 im Serunkeine grof3e RolléMURO et al., 1997)

3.7 Ki-67 im Zusammenhang mit nichtmalignen Erkrankungen in der Veterindrmedizin

In der Tiermedizin gibt eBisher nur wenig&tudien zu immunhistochemischen
Untersuchungen zu K87 bei nichitumordsen Erkrankungen und zum aktuellen Zeitpunkt
gibt eskeine Literatuzu dem Them&erumuntersuchungemonKi-67 im Zusammenhang

mit nicht-tumoréserkErkrankungen

Mittels Immunfluoreszenz konnte im Gewebe bleronisch entziindlicher Enteropathie &4
in der Lamina propria des Dunndarms im Vergleich zur Gesundgripesignifikane
Erhéhung verzeichnet werdéARLOVITS et al., 2020) Bei Hindinnen mit Pyometra wird
Ki-67 vermehrt im entztindlichen Gewebe exprim(€E&IGA et al., 2017)
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4. Entziindungszellen im Zusammenhang mit der Tumormikroumgebung und Survivin
und Ki-67

Die Tumorentwicklung uneprogression wird von vielen Faktoren beeinflusst, darunter
Tumormarker und Entziindungszellen, die eine wesentliche Rolle spielen und sich auch
gegenseitig beeinflusselBntziindungszellen wie z.B. Neutroph@@anulozyten

Lymphozyten und Monozyten, nehmen Einfluss auf das Tumorwachstum und Fortschreiten
einerTumorerkrankungls rekrutierte Bestandteile in deebddrdernden Nkroumgebung

des Tumorgewebes odedem sie indieser Umgebung ein anderes Verhalten an den Tag
legen als in einem gesunden Organisig8BYSAL et al., 2015; KIM und BAE, 2016;
LISIECKA et al., 2021; SOLAK et al., 2021; ONAGI et al., 2022j)erzu gehdren
beispielsweis&lonozytenbei Brustkrebs, die durch Chemotaxis in das den Tumor
umgebende Gewebe rekrutiert werdenter dem Einfluss voAytokinen und Antigenen
differenzieren sich diesas Tumorassoziierten Makrophageidrderndas Tumorwachstum,

die Angiogenese und den Gewebeumbauumdrdrickerdie adaptive Immunreaktioie
begiinstigen zudem das Uberleben von Tumorzellen, die Entstehung von Metastasen und die
Invasion von Tumorzellen in das umliegende Gewebe und in die Blutgefal3e. Zahlreiche
Studien haben erhéhte Konzentrationen von Tuassoziierten Makrophagen mit einer
schlechteren Prognose bei Brustkrebs in Verbindung gebf@8hiTSUI et al., 2005;

ZHANG et al., 2013; SOYSAL et al., 2013in Unterschieddazu konnten bei Hunden mit
Mammatumoren keine erhéhten Monozyteonzentrationen im Vergleich zur

Kontrollgruppe festgestellt werden, lmEncaninenMammatmorpatientertrat abervermehrt
Phagozytosdurch Monozyten und Neutrophile Granulozyseh (LISIECKA et al., 2021)

Eine Untergruppe ddrymphozyten die regulatorischen-Zellen,unterdrickerdahingegen

ein weites Spektrumon anderen Entziindungszellamm unter physiologischen Bedingungen
im Korper ein ausgewogenes Immunsystem aufrechtzuerhalten und u.a.
Autoimmunerkrankungen entgegenzuwirkelmter pathologischen Bedingungeriolgt eine
Einschrankung ddsnmunoediting, welche in einer Hemmung demmunantwort eines
Organismuz.B. auf ein Tumorgescheheasultiert.Es wirdsomit eine immunsuppressive
TumorMikroumgebung kreiert, die das Voranschreiten eines Tumors fordert. Hohe
Konzentrationen bestimmterZellen werden mit einer schlechteren Prognose bei Brustkrebs
assoziier(BOHLING und ALLISON, 2008; OHARA et al., 2009A\uch bei Hunden mit

Mammatumoren waren die LymphozytEonzentrationen im Vergleich zu einer
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Kontrollgruppe erhéht und die Infiltration vorldymphozyten in die Tumanikroumgebung
scheint sowohl bei Brustkrebspatientinnen als auch bei Hiindinnen mit Mammatumoren von
grol3er Bedeutung zu sl@ARVALHO et al., 2014; LISIECKA et al., 2021)

Auch Neutrophile Granulozyten kdnnen im Zusammenhang mit Tumoren als
immunsuppressive Zellen fungierédiehaben eventuell Einfluss auf die Differenzierung von
Makrophagen zu prader antientztindlichen Subtypen udfdie Rekrutierung von
Monozyten bzw. Makrophagen zum Entztindungsherdiswird ihnen zudem eine
Schlisselrolle bei dem malignen GewebeumbdauTumorprogressionjer Antitumor-
Immunit&t und der Angiogenese zugeschrie@ANTOVANI et al., 2011; KIM und BAE,
2016) Setzt man die Neutrophilen zu den Lymphozyten ins Verhaltigtlalso eine
NeutrophileaLymphozytenRatio (NLR),kann man diese fiir die Vorhersage des zuklnftigen
klinischen Verlaufes von Darmkrehad Prostatakarzinomesinsetzer{ISHIZUKA et al.,

2014; LANGSENLEHNER et al., 2015kine hthere NLR bei Patienten mit
Nebennierenrindenkarzinom wirkt sich unglinstig auf die Uberlebensz¢B@u#\K et al.,
2021)und eire niedrigeNLR zeigte bei Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs ein
besseres Ansprechen auf eine bestimmte Behandlung, wohingegbohehLR und ein
hohes Monozytei.ymphozyterVerhaltnis eine kiirzere Uberlebensimtieuteten

(MYQOJIN et al., 2020; SOLAK et al., 2021gine andere Studieonnte darstellerdass @

NLR in Kombination mit dem Tumormarker® dabei helfen kanrhepatozellulare
Karzinome von anderen, niehtalignen Lebererkrankungen mit héherer Sensitivitat und
Spezifitdt zu differenzierefHU et al., 2018)

Betrachtet man die in dieser Arbeit behandelten Tumormark6ér Kind Survivin jeweils in
Wechselbeziehung mit Entztindungszellen, so findet sich eine signifikante Korrelation
zwischen der NLRind der immunhistochemisch nachgewiesenen Expression von Ki
Zusammenhanmit dem Pathologiegrad von Gliomen in der Humanmeder Nachweis

beider Marker kann zu einer besseren Vorhersage der Prognose der Gliompatienten beitragen
(XU et al., 2021)Bei Patienten mit einem Magenkarzinom, die mit einer spezifischen,
neoadjuvaten Chemotherapie behandelt worden sind, hatte immunhistochemisch bestimmtes
Ki-67 in Kombination mit dem ThrombozytérymphozytenrVerhaltnis eine pradiktive
Aussagekraft und sowohl erhohte-&i-Werte als auch ein erhéhtes Thrombozyten
LymphozyterVerhalnis wurden unabhangig voneinander mit einer kiirzeren Uberlebenszeit

assoziier(YILMAZ et al., 2021) Es konnte weiter nachgewiesen werden, &assivin
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selbstdeutlich zur Proliferation von-Lymphozyten beragt(ASSADIASL et al., 2018)

Angesichts dieser Zusammenhénge rickt die Beziehung zwischen Tumormarkerrbwie Ki

oder Survivin und Entziindungszellen zunehmend in den Mittelpunkt einiger
Forschungsansatze, um etwaige Wirkzusammenhange zu entdecken und die Tumordiagnostik
zu verbesser(XU et al., 2021; YILMAZ et al., 2021)
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ABSTRACT

Background: In contrast to human medicine, only a small number of serum tumor markers
are established in veterinary medicine even though they are a non-invasive diagnostic tool.
Objectives: This study examined whether survivin could be suitable as a potential canine
serum tumor marker.

Methods: This study measured the serum survivin concentrations of dogs with mammary
tumors (n = 33), squamous cell carcinoma (n = 9), soft-tissue sarcoma (n = 18) and
multicentric lymphoma (n = 22), using a commercially available, competitive immunoassay
kit (BlueGene). The serum survivin concentrations were compared with those of a healthy
control group (n =20) and a control group of dogs with non-neoplastic diseases (n =17).
Results: Dogs with malignant tumors had serum survivin concentrations between 15 and
5,906 pg/mL (median, 72 pg/mL), those in the healthy group ranged from 7 to 99 pg/mL
(median, 21 pg/mL) and those in the group of dogs suffering from non-neoplastic diseases
from 15 to 93 pg/mL (median, 42 pg/mL). The differences in the survivin concentrations
between the healthy dogs and dogs with malignant tumors and between the dogs with non-
neoplastic diseases and those with malignant tumors were significant (p < 0.001 and p=
0.006, respectively).

Conclusions: The serum survivin concentrations in dogs with malignant tumors, with some
exceptions, are higher than in dogs with benign tumors and dogs that do not suffer from

a malignancy. Therefore, survivin can provide information on the presence of malignant
tumors and be used as a tumor marker in dogs.

Keywords: Biomarker; dog; malignancy; serum; survivin

INTRODUCTION

The existence of embryonic molecules in an adult organism most likely indicates tumor tissue
[1]. Therefore, molecules expressed during embryonic development, such as carcinoembryonic
antigen (CEA) or alpha-fetoprotein (AFP), are used as serum tumor markers [2-4].
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Another embryonically expressed molecule is survivin [S], which plays an essential role in
regulating mitosis and cytokinesis by inhibiting apoptosis [6-8]. The association of survivin
expression with the inhibition of apoptosis in fetal development has been demonstrated

in mouse embryos [9], but no apparent function has been detected in adult tissues, as
corroborated by the very low serum concentrations in adults [7]. Survivin expression in
adulthood occurs mainly in the presence of malignant neoplasms because the inhibition of
apoptosis is a driving factor in the survival of neoplastic cells [10]. Survivin expression has
been investigated in humans, with elevated expression found in various malignancies, such
as breast, lung, esophageal, stomach, pancreatic, liver, bladder, and hematological cancers
[10,11]. Therefore, survivin is considered a tumor-specific molecule [12]. Its expression in
neoplastic cells is induced by lymphocyte activation, revealing a link between tumor cells and
the immune system [13]. Clinical studies in humans have linked high survivin concentrations
to poor responses to numerous cancer treatments and poor prognosis [14-16].

Compared to humans, only a small number of diagnostic tumor markers have been
established in veterinary patients. Research into biomarkers in veterinary medicine has
become a focus and could have the potential for veterinary oncology. Most studies examined
the appearance of survivin in tissues, which usually requires invasive investigatory methods
[17,18]. Only a few studies have evaluated the survivin concentrations in the sera of tumor-
bearing dogs [19,20]. Thus, this study compared the serum concentrations of survivin in
tumor-bearing dogs with those of healthy controls and dogs with non-tumorous diseases to
determine if survivin could serve as a serum tumor marker in dogs.

MATERIALS AND METHODS

Animals

One hundred and nineteen dogs were classified into 7 groups: healthy, non-neoplastic
diseased, mammary adenocarcinoma, mammary adenoma, squamous cell carcinoma,
soft-tissue sarcoma, and lymphoma. All dogs were diagnosed between January 2018 and
December 2019.

The dogs in the healthy control group (n = 20) had been presented to the veterinary clinic for
small animals at the University of Gottingen (Germany) for a general examination. The dogs
in this group were free of any signs of illness for a minimum of 2 months before the clinical
examination and 4 weeks afterward. A complete blood count was performed. All blood work
parameters had to be within the laboratory reference interval to be eligible for the control
group. All dogs in the control group were subjected to abdominal ultrasonography and
thoracic radiography and did not show any signs of disease.

The dogs of the non-neoplastic diseased group (n = 17) were presented to the veterinary
clinic for small animals at the University of Gottingen (Germany) because of various diseases.
All dogs underwent a clinical examination, diagnostic imaging (thoracic radiography and
abdominal ultrasonography), and laboratory work. All dogs had confirmed non-neoplastic
systemic diseases.

The dogs in the tumor groups had been presented by their owners to the veterinary clinic

for small animals at the University of Gottingen (Germany), the veterinary clinic for small
animals in Hofheim (Germany), or the veterinary clinic for gynecology and obstetrics at the
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University of Giefeen (Germany) because of symptoms caused by their respective tumor-
causing diseases. All the dogs underwent the required diagnostic procedures, such as
thoracic radiography, abdominal ultrasonography, lymph node evaluation, and laboratory
work to confirm their cancer diagnoses and exclude other diseases. The tumor volume

was estimated by multiplying the height x width x depth. The histopathological diagnoses
were established by Board-certified pathologists based on the incisional or excisional
biopsy samples of the respective tumor. The tumor diagnoses were mammary tumor
(adenocarcinoma n = 26; adenoma n = 7), squamous cell carcinoma of the skin and mucosa
(n=9), soft-tissue sarcoma (n = 18) of different locations like the skin and the spleen, and
multicentric lymphoma (n = 22).

This study also documented which of the tumor group dogs were still alive after an
observation period of 1 year after the cancer diagnosis. The experimental procedures were
approved by the regional authorities for Consumer Protection and Food Safety Acts in
Niedersachsen, Germany (reference No. 33.9-42502-05-17A148).

Blood sample collection and processing

The blood samples used for all measurements were collected from the cephalic veins
before any treatment. The serum for survivin measurements was left to clot for 2 h at room
temperature. After centrifugation at 1,000 x g for 15 min the serum was pipetted into
Eppendorf tubes, frozen, and stored at -80°C until the measurement.

Immunoassay

The survivin concentrations were measured using a commercially available immunoassay kit
(Canine Survivin enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA] kit; BlueGene, China [Art.
Nr.: E0850218], competitive enzyme immunoassay technique) with non-diluted serum in
duplicate, adhering to the manufacturer's instructions.

Briefly, the serum samples were added to the wells of a precoated 96-well microtiter plate,
then covered and incubated for 1 h at 37°C. This was followed by a series of 5 manual washing
steps to remove all the unbound antibodies. A solution containing an enzyme-conjugated
detection antibody, which binds specifically to the antigen, was applied, followed by another
incubation with coverage for approximately 15 min at 37°C. The substrate formed a colored
solution when catalyzed by the addition of an acid solution, stopping the antigen—antibody
reaction. The absorbances were measured spectrophotometrically in a Magellan optical
emission spectrometer at 450 nm. A standard curve was determined using the program
CurveExpert Professional (Hyams Development, https://www.curveexpert.net/) to calculate
the serum survivin concentrations in pg/mL. The detection range of the ELISA in the serum
samples, as per the manufacturer, was 25-1,000 pg/mL. The manufacturer reported mean
intra- and inter-assay coefficients of variation of 4.4% and 6.6%, respectively.

Histopathology
The histology was performed using routinely embedded paraffin sections after hematoxylin
and eosin staining. The diagnoses were made by board-certified pathologists.

Cell culture

For this procedure, 2 tumor cell lines were investigated: CMT-U309 (mesenchymal tumor; Eva
Hellmén, Universitit Uppsala) and P114 (anaplastic carcinoma; Gerard Rutteman, Universitit
Utrecht). The tumor cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's Medium (Biochrom/
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Millipore, Bestell-Nr. FG0445) over 144 h. Dichloroacetic acid (DCA), an apoptosis inducer,
was added to a one-cell culture preparation. As a negative control, a second preparation was
free of additives. As a second positive control, cisplatin, a cancer medication that interferes
with the growth of cancer cells, was added to a third preparation. Survivin was measured in
the supernatants of all the preparations after 24, 48, 72, 120, and 144 h of incubation, and its
concentration in each cell was calculated.

Leucocyte correlations

The link between survivin expression and leucocytes was investigated by calculating the
following: the ratio between the serum survivin concentrations and the leucocyte counts,
the counts of the different leucocyte subtypes, and the ratio between neutrophils and
lymphocytes.

Statistical analysis

The statistical evaluation was performed using Prism 8 (GraphPad Software, USA). The
data were tested for normal distributions using the Pearson's, the Shapiro-Wilk and the
Kolmogorov-Smirnov tests. The non-normally distributed data were compared using the
Mann-Whitney (2 groups) or the Kruskal-Wallis (multiple groups) tests. Linear regression
analyses were performed to analyze the dependency of survivin on the tumor volume. The
receiver operation characteristic (ROC) curves were calculated to discriminate healthy dogs
from dogs with tumors. A pvalue < 0.05 was considered significant.

RESULTS

There was no predominance of any breed in the dog population in this study. Table 1 lists
the sex distribution and the age distribution in the different groups. The healthy control
group consisted of 20 dogs. Dogs with non-neoplastic diseases (n = 17) suffered from
hypoadrenocorticism (n = 1), chronic renal failure (n = 1), an allergy (n = 2), gastroenteritis
(n=6), cystitis (n = 4), and endometritis (n = 3). The mammary tumor group consisted of 26
adenocarcinomas and 7 adenomas. Dogs with mixed mammary tumors were not included
in this study. The squamous cell sarcoma group consisted of nine dogs, and the tumors
originated from the mandible, oral mucosa, tonsils, nasal septum, and toes.

In total, 18 dogs suffered from mesenchymal tumors. The tumors were classified as
fibrosarcoma of the hypoderm and mucosa (n = 7), hemangiopericytoma of the skin and
hypoderm (n =5), and hemangiosarcoma of the spleen (n = 6). Finally, the lymphoma group
consisted of 22 dogs, mostly suffering from multicentric lymphoma, and in some isolated
cases, from gastrointestinal lymphoma and cutaneous lymphoma.

Table 1. Number, sex, and age of all dogs investigated in this study

Category No. (f/m) Age (yr) min Max Mean
Controls 20 (11/9) 0.5 10 4.3
Non-neoplastic 17 (9/8) 0.5 13 6.2
Adenocarcinoma 26 (26/0) 6.5 15.5 n
Adenoma 7(7/0) 5 12 8.5
Squamous cell carcinoma 9 (5/4) 6 15 10.5
Mesenchymal tumors 18 (9/9) 5 1.5 9.8
Lymphoma 22 (13/9) 5 14 9.2
https://doi.org/10.4142/jvs.2021.22.€79 414
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Fig. 1. Survivin concentration of different tumor cell cultures. (A) Survivin concentration in the supernatant was measured, and the concentration per cell
was calculated. There is no significant difference in the cell concentration of survivin between the mesenchymal and carcinoma cells (p = 0.152). (B) Survivin
concentration in different tumor cell cultures in the supernatant 12 h after DCA 50 or cisplatin (10%) addition. The concentration in the supernatant increased
significantly after DCA 50 and after cisplatin (10%) exposure.

NS, not significant; DCA, dichloroacetic acid.

The survivin concentrations were measured in 2 cell cultures: one of a mesenchymal origin

and the other of an epithelial origin, both of which produced survivin. The average survivin
concentration per mesenchymal and epithelial cell was 0.0003 pg/cell and 0.006 pg/cell,
respectively. There was no significant difference between the 2 cell cultures (p = 0.152; Fig. 14).
An approximate 10-fold increase in survivin concentration per cell was measured 12 h after
adding DCA 50, resulting in average cell concentrations of 0.035 and 0.042 pg/cell for the
mesenchymal and epithelial cell lines, respectively (Fig. 1B). At 12 h after the addition of
cisplatin, the increases in the concentrations of survivin in the supernatants were measured.
There were no differences in the survivin concentrations between the DCA and cisplatin groups.

The serum survivin concentrations in the group of healthy dogs (n = 20) ranged between 7
and 99 pg/mL (median, 21 pg/mL). The serum survivin concentrations were measured in the
healthy group depending on age to exclude the possibility that the increased serum survivin
concentrations in dogs with tumor diseases were due to their advanced age. No significant
correlation was observed between the survivin concentrations of dogs aged 0.5-5 yr and
older dogs aged 9-10 yr (p = 0.4; Fig 2A). Furthermore, the serum survivin concentrations
were similar regardless of the gender of a dog in this group (p = 0.92; Fig. 2B). In the group of
dogs suffering from non-neoplastic diseases (n = 17) the serum survivin concentrations were
between 15 and 93 pg/mL (median, 42 pg/mL). A significant difference in the serum survivin
concentrations was observed between the healthy dogs and those that suffered from non-
neoplastic diseases (p=0.018).

Dogs with malignant tumors (n = 75) had serum survivin concentrations ranging from 15 to
5,906 pg/mL (median, 72 pg/mL). The differences in the survivin concentrations between
healthy dogs and dogs with malignant tumors and between dogs with non-neoplastic
diseases and those with malignant tumors were significant (p < 0.001 and p = 0.0006,
respectively; Fig. 2€). Dogs with mammary gland adenocarcinoma (n = 26) had serum
survivin concentrations between 25 and 1,113 pg/mL (median, 104 pg/mL). They differed
significantly from the healthy control group and the group of dogs with non-neoplastic
diseases (p < 0.001 and p < 0.001, respectively). The serum survivin concentrations in dogs
with mammary adenoma were between 28 and 76 pg/mL (median, 45 pg/mL) and distributed
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Fig. 2. Serum survivin concentrations in healthy dogs, dogs with non-neoplastic diseases, and dogs with malignant tumors. (A) Comparison of the serum survivin
concentrations of healthy dogs depending on their age. The healthy control group (n = 20) consisted of 15 dogs aged 0.5-5 yr and 5 dogs aged 9-10 yr, serum
survivin concentrations of healthy dogs were between 7 and 99 pg/mL with a median of 21 pg/mL. There was no statistically significant correlation between the
survivin concentrations of the dogs aged 0.5-5 yr and older dogs aged 9-10 yr (p = 0.4). (B) Comparison of the serum survivin concentrations of healthy dogs
depending on their gender. There were 11 female dogs and nine male dogs in the healthy control group. No significant difference in serum survivin concentration
depending on the gender of a dog in this group (p = 0.92). (C) The serum survivin concentrations of healthy dogs (n = 20) were between 7 and 99 pg/mL with a
median of 21 pg/mL. Non-neoplastic diseased dogs (n =17) had serum survivin concentrations between 15 and 93 pg/mL with a median of 42 pg/mL. There was
a significant difference between healthy dogs and those suffering from non-neoplastic diseases (p = 0.018). The dogs with malignant tumors (n = 75) had serum
survivin concentrations between 15 and 5,906 pg/mL with a median of 72 pg/mL, significantly higher than the healthy group (p < 0.001) than the group of dogs
with non-neoplastic diseases (p = 0.006).

NS, not significant.

*p <0.05; “"p < 0.01; **p < 0.001.

normally. The comparison between dogs with adenocarcinoma and adenoma revealed a
significant difference (p = 0.03; Fig. 3A and B).

Nine dogs in this study suffered from squamous cell carcinoma with serum survivin
concentrations between 17 pg/mL and 658 pg/mL (median, 45 pg/mL). Compared to the
healthy controls, there was a significant difference in the serum survivin concentrations (p =
0.006). The difference compared with the non-neoplastic diseased dogs was not significant
(p=0.103; Fig. 4).
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Fig. 3. Serum survivin concentrations in dogs with mammary adenocarcinoma. (A) The serum survivin
concentrations in dogs with mammary adenocarcinoma were between 25 and 1113 pg/mL (median, 104 pg/
mL) and differ significantly from those of the healthy control group (p < 0.001) and those of the non-neoplastic
diseased dogs (p < 0.007). (B) Comparison of the serum survivin concentrations of dogs with mammary
adenocarcinoma and dogs with mammary adenoma. Twenty-six dogs with adenocarcinoma and 17 dogs with
adenoma of the mammary gland were included with concentrations between 28 and 76 pg/mL (median, 45 pg/
mL). The serum survivin concentrations differ significantly (p = 0.03).

*p <0.05; **p < 0.001.
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