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Die molekulargenetischen Einzel-Analysen (KIT, BRAF, PARR) sind in der Tiermedizin bereits seit langerem in
der Routinediagnostik etabliert. Neu sind Multi-Gen-Mutations-Assays sowie epigenetisch basierte

Verfahren, die unter dem Begriff der Liquid biopsy (z. B. Nukleosomen, miRNA u.a.) zusammengefasst

werden. Im Vergleich zur Humanmedizin besteht jedoch noch ein hoher Forschungsbedarf. Dabei ist eine

enge interdisziplinare Zusammenarbeit von Klinik, Pathologie und Molekulargenetik erforderlich, um sich
mit den Maoglichkeiten und Grenzen der neuen Methoden vertraut zu machen.
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Einleitung

Die Onkogenese ist ein komplizierter Pro-
zess. In vielen Fillen sind mehrere Muta-
tionen in verschiedenen wachstumskon-
trollierenden Genen nétig, bevor ein
Tumor entsteht. Die Mutationen kénnen
sich iiber einen ldngeren Zeitraum auf-
summieren, bevor die Zelle letztendlich
unkontrolliert entartet (Gerstung et al.
2020). Dabei wird als Tumormutationslast
(TML, engl. Tumour mutation burden
TMB) die Anzahl der erworbenen Muta-
tionen pro Megabase (Mut/Mb) im Erbgut
bezeichnet, die ein Tumor im Laufe seiner
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Entwicklung anhéuft. Die Verdnderungen
eines oder mehrerer Gene resultieren in
der Bildung atypischer Proteine, die dann
zu falschen oder fehlenden Signalen fiih-
ren. Diese konnen dann eine unkontrol-
lierte Zellteilung und somit die Entste-
hung eines Tumors zur Folge haben.

Genetische Varianten (Mutationen) entste-
hen z. B. durch einen einfachen Basenaus-
tausch (SNV - single nucleotide varia-
tion), eine Insertion (zusétzliche Basen in
der Sequenz) oder eine Deletion (Verlust
von Teilen der Sequenz). Auch ,,Splice
Site* Varianten oder Variationen der
Kopienzahl (copy number variations/

alterations, CNV/CNA) sind méglich
(Kehl et al. 2024) (Abb. 1). Diese Varia-
tionen konnen in den nicht-kodierenden
Abschnitten der DNA, den sog. Introns
auftreten, wo sie meist ohne Relevanz
bleiben, da sie nicht abgelesen werden. Es
gibt allerdings seltene Ausnahmen, in
denen auch Verinderungen der Introns
relevant sein konnen (Vaz-Drago et al.
2017; Rigau et al. 2019). Betreffen die
Mutationen jedoch die kodierenden
Abschnitte, die sog. Exons, so kann es zu
strukturellen und funktionellen Verinde-
rungen des resultierenden Proteins kom-

men.




Der Nachweis der genetischen Variationen/

Mutationen erfolgt mittels Polymerase

Kettenreaktion (PCR). Je nach Lage und

Art der Variante werden unterschiedliche

Verfahren angewendet. Dazu gehoren zum

Beispiel eine direkte Sequenzierung, eine

Real-Time PCR, eine droplet digital PCR

(ddPCR), eine Fragmentldngenanalyse

(FLP) oder Next generation sequencing

(NGS) (Sobottka und Weber 2020; Kehl

et al. 2024).

Die Sequenziertechnologie NGS hat die

Humanmedizin revolutioniert, da nun die

DNA-Sequenzen mehrerer Gene in einem

einzigen Sequenzierungsschritt identifi-

ziert werden konnen (Kehl et al. 2024).

Dabei werden unterschieden:

* Whole Genome Sequencing (WGS):
alle Gene eines Individuums werden
sequenziert

* Whole Exome Sequencing (WES):
alle exonischen Regionen des Genoms
werden sequenziert

* Targeted Sequencing (TGS):
eine bestimmte Gruppe von Genen/
genomischen Regionen wird gezielt
sequenziert.

Alle genannten Verfahren sind mit hohen

Kosten verbunden und setzen eine mo-

derne Geriteausstattung sowie hoch-

spezialisiertes Personal voraus.

In der Onkogenese werden Protoonkogene

und Tumorsuppressorgene unterschieden.

Die Protoonkogene sind die Vorstufen der

Onkogene (z. B. RAS, HER2, BRAF).

Schidliche Einfliisse wie Chemikalien,

Strahlung oder andere Noxen fiihren zu

einer Mutation des Protoonkogens und

resultieren in einer aktivierten Form, dem

Onkogen. Dieses zeichnet sich durch eine

erhohte Funktionalitit (gain of function)

aus, was zu einem ungebremsten Zell-
wachstum fiihrt. Als Gegenspieler fungie-
ren die Tumorsuppressorgene (z. B. p53,

BRCA). Diese verhindern physiologi-

scherweise eine unkontrollierte Prolifera-

tion und induzieren die Apoptose. Eine

Mutation, die zu einem Funktionsverlust

(loss of function) fiihrt, hat die Konse-

quenz, dass der Zellteilung keine Regula-

tion entgegengesetzt werden kann.

Grundsitzlich lassen sich bei Hunden und

Katzen die gleichen Protoonkogene und

Tumorsuppressoren sowie dhnliche Muta-

Kl Schematische Darstellung von moglichen Mutationen: A) Einzelnukleotidvarianten
(SNVs) entstehen, wenn ein einzelnes Nukleotid gegen ein anderes ausgetauscht wird.
B) Eine Deletion, also der Verlust eines Nukleotids oder C) eine Insertion, also das
zusatzliche Einfiigen eines Nukleotids, fiihren zu einer Verschiebung des Leserasters.
Insertion oder Deletion von bis zu 50 benachbarten Nukleotiden werden als Indels
bezeichnet. D) Verdnderungen der Kopienzahl (Copy number variations/alterations)
werden durch Deletionen oder Duplikationen von groReren Chromosomenbereichen
verursacht. (Nukleotide: A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymidin)

tionen dieser Gene wie beim Menschen
beobachten. Eine Studie an 671 Hunden
mit 23 verschiedenen Tumorarten identi-
fizierte 18 Mutations-Hotspots, von denen
acht ortholog zu menschlichen Krebs-
Hotspots und klinisch verwertbar waren
(Rodrigues et al. 2023). Interessanter-
weise resultieren aus gleichartigen Muta-
tionen aber teilweise unterschiedliche
Tumorarten! Daher sind umfangreiche
Studien notwendig, um die speziesspezi-
fische Relevanz der jeweiligen Mutationen
in den Tumorentitidten zu identifizieren.

Keimbahnmutationen

Keimbahnmutationen sind angeborene
Genverdnderungen, die in jeder Korper-
zelle nachweisbar sind. Sie werden in der
Humanmedizin fiir Praventionsmafinah-
men genutzt. In der Tiermedizin sind nur
wenige onkogenetisch relevante Keim-
bahnmutationen bekannt, die mit dem
Auftreten bestimmter Tumore korrelieren
(Aupperle-Lellbach et al. 2024). Bislang

stehen lediglich fiir vier Tumorentititen

kommerzielle Routinetests zur Verfiigung.

* Fiir die Histiozytdren Sarkome werden
Mutationen in den CDKN2A/B Genen
und Variationen auf verschiedenen Chro-
mosomen (2, 5, 11, 14 und 20) als Risi-
kofaktoren angesehen: v. a. bei Berner
Sennenhunden aber teilweise auch Gol-
den Retrievern, Flat Coated Retrievern
und Rottweilern (Abadie et al. 2009;
Shearin et al. 2012; Arendt et al. 2015;
Hédan et al. 2021). Ein Markertest wird
von Antagene (Histiocytic Sarcoma
Index Mate Selection) angeboten, der
fiir Berner Sennenhunde aus mehreren
Varianten das Tumorrisiko fiir histio-
zytdre Sarkome errechnet.

* Das hereditire multifokale Nieren-
zystadenokarzinom und nodulédre Der-
matofibrose (RCND) ist ein seltenes
erbliches Tumor-Syndrom, das bei Deut-
schen Schiferhunden beobachtet wird
(Moe and Lium 1997). Der RCND-Test,
der von mehreren Laboren angeboten
wird, analysiert mittels PCR das Vorhan-
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Extrazellulare

liganden-bindende
Domaéne (Exons 1-9)

(Exon 10)

(Exons 11)

Transmembrandses Segment

Juxtamembrandse Domane

Zytoplasmatische Doméane 1

(Exons 12-14)

Zytoplasmatische Domane 2

(Exons 17-19)

H A) Ein schematischer Uberblick iiber den Aufbau des Rezeptors Tyrosinkinase KIT und B) seine Aktivierung durch den Liganden
(KITLG oder Stammzellfaktor) und einige der wichtigsten Signaltransduktionswege, die zur KIT-induzierten Zellproliferation
und zur Hemmung der Apoptose fiihren: Wenn KIT nicht an seinen Liganden gebunden ist, liegt es in der Zellmembran inaktiv
vor. Die Bindung eines Liganden-Dimers an die extrazellularen Domanen bildet eine Briicke zwischen zwei benachbarten KIT-
Molekiilen, was zu einer Homodimerisierung fiihrt. Das Ergebnis ist eine Konformationsanderung, die zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden fiihrt. Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) blockieren die Aktivierung der Signalkaskaden.

densein der BHD p.H255R-Mutation im
Exon 7 des Chromosom 5 (Lingaas et al.
2003).

Das follikulédre Schilddriisenkarzinom

(FTC) kann beim Hund sowohl spontan
als auch als familidre Form (FTFC) auf-
treten. Letztere wird insbesondere beim
Deutsch Langhaar beobachtet (Yu et al.
2022). Der FTFC-Test, der von verschie-
denen Laboren angeboten wird, identifi-
ziert mittels PCR die beiden TPO-Muta-
tionen p.F686V und p.T845M auf
Chromosom 17 (Yu et al. 2021).

Das Risiko fiir Plattenepithelkarzinome
der Zehe wird iiber eine KITLG Copy

number variation bestimmt. Ein CN-

Wert >4 bedeutet bei schwarzen Pudeln
ein erhohtes Risiko fiir digitales Platten-
epithelkarzinom (Karyadi et al. 2013).
Bei schwarzen Riesenschnauzern ist ab
einem CN-Wert > 5,8 ein stark erhohtes
Risiko anzunehmen (Graubereich:
4,7-5,8; < 4,7 vermindertes Risiko)
(Aupperle-Lellbach er al. 2023). Diese
Untersuchung wird bislang nur von
LABOKLIN angeboten. Bei Hoch-
risikohunden kann ggf. eine regelmiflige
medizinische Untersuchung empfohlen
werden, um eine friihzeitige Behandlung
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einzuleiten. Eine ziichterische Beeinflus-
sung ist auf Grund der komplexen gene-
tischen Komposition jedoch kaum mog-
lich. Fiir Riesenschnauzer und Mittel-
schnauzer der Farbschlige ,,Pfeffer &
Salz* bzw. fiir schwarze Mittelschnauzer
liegen bislang noch keine aussagekrifti-
gen Daten vor.

¢ Invasive urotheliale Karzinome (iUCa)
kommen bei bestimmten Rassen gehéuft
vor, was eine genetische Disposition
nahelegt. In amerikanischen Linien der
Rasse Shetland Sheepdog konnte eine
Mutation im NIPAL1-Gen als Risiko-
faktor bestimmt werden. Das homozy-
gote Vorliegen dieser Mutation erhoht
das Risiko fiir iUC um das 8-fache (Par-
ker et al. 2024). Ein kommerzieller Test
ist aktuell allerdings noch nicht verfiig-
bar.

Somatische Mutationen

Somatische Mutationen sind erworbene
Verdnderungen im Genom, die durch ver-
schiedene Einfliisse wie chemische Sub-
stanzen, Strahlung, elektromagnetische
Wellen, Infektionen, chronische Entziin-
dungen oder den Alterungsprozess der

Zellen entstehen. Diese Mutationen kon-
nen einzelne Zellen im Organismus sché-
digen und schlieBlich zur Tumorentste-
hung fiihren. Sie sind jedoch nur in den

Tumorzellen nachweisbar. Dabei werden

die nachgewiesenen somatischen Muta-

tionen entsprechend ihrer Funktionen als

Biomarker in drei Gruppen unterteilt:

1. Diagnostischer Biomarker:

Eine Mutation, die in einem bestimm-
ten Tumortyp vorkommt, und von der
man annimmt, dass sie pathogen ist
und (allein oder in Kombination) zur
Krebsentwicklung beitrégt.

2. Prognostischer Biomarker:

Eine Mutation, die mit der Vorhersage
des Behandlungserfolgs bzw. der
Uberlebenszeit in Verbindung
gebracht wird.

3. Therapeutischer (priadiktiver) Biomar-
ker: Eine Mutation, die mit dem
Ansprechen auf eine bestimmte
Therapie in Verbindung gebracht wird.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche

Studien zu somatischen Tumormutationen

mit verschiedenen genetischen Verfahren

(Kehl et al. 2024) zur Charakterisierung

einer Vielzahl von Hundetumoren

(Aupperle-Lellbach et al. 2024) durchge-



_

Mastzelltumor SIS

Mastozytose: Exon 17

Malignes Melanom Exon 11

Gastrointestinaler

stromaler Tumor (GIST) Exon 11

Seminom Exons 11 und 17

akute myeloische

. Exons 8 und 17
Leukamie

ca. 20 % Exon M
(selten Exons 8, 9, 17)

15% in Exon 11 | Einzelfalle in
den Exons 3,5, 6, 7, 14,16, 17

ca. 50 % in Exon 11

c-KIT ist immunhistologisch nachweisbar
aber es gibt keine Mutationsstudien

selten Exon 17

Haut: ca. 20-50 % Exons 8 und 9,
(selten Exon 11); Milz: meist Exon 8

Auge: keine Mutation nachweisbar;
andere Lokalisationen: ?

1 Fallbericht: Mutation in Exon 11

keine Studien

keine Studien

Tab. 1: Vergleich der am haufigsten mutierten Exons des KIT-Gens bei verschiedenen Tumoren von Mensch, Hund und Katze (Beispiele,
Literatur s. Bonkobara 2015; van der Weyden et al. 2020; Aupperle-Lellbach et al. 2024)

fiihrt. Diese Studien leisten einen wichti-
gen Beitrag zum diagnostischen, prognos-
tischen und therapeutischen Fortschritt in
der Veterinidr-Onkologie. Bisher wurden
jedoch nur vier umfangreichere Studien an
Tumoren der Katze (kutane Himangiosar-
kome (Wong et al. 2021), orale Plattenepi-
thelkarzinome (Rodney et al. 2023) und
urotheliale Karzinome (Cheng et al. 2021;
Wong et al. 2023) durchgefiihrt.

Multi-Gen-Tumor-Panels
in der Humanmedizin

Die personalisierte/individualisierte
Humanmedizin (heute besser als ,,stratifi-
zierte Medizin“ bezeichnet) beriicksichtigt
verschiedene psychosoziale Faktoren und
Biomarker (z. B. DNA, RNA, Proteine),
um moglichst viele individuelle Besonder-
heiten von Tumorpatienten in die Auswahl
der optimalen Krebstherapie (z.B.
Immuntherapie oder small-molecules)
einzubeziehen. Somatische Tumor-
mutationen spielen daher in der Human-
medizin eine grofe Rolle in der Diagnos-
tik und Therapie (Sokolenko und Imyani-
tov 2018; Martinez-Jiménez et al. 2020).
Die jeweiligen Patienten werden in einem
sog. interdiszipliniren ,,Tumorboard*
individuell betrachtet und die bestmogli-
che Therapie fiir diesen einen Patienten
unter Beriicksichtigung aller Einflussfak-
toren inkl. seiner molekulargenetischen
Ausstattung diskutiert (Malone et al.
2020; Tamborero et al. 2022; Irelli et al.
2023). Die molekulargenetische Charak-

terisierung von Tumoren kann folglich fiir
eine gezielte Tumortherapie relevant sein
(Aleksakhina und Imyanitov 2021). Aller-
dings sind bislang noch nicht fiir alle
Tumorarten oder Subtypen entsprechende
Gentests und Therapien verfiigbar. Die
Durchfiihrung der Gentests ist mit hohen
Kosten verbunden und erfordert einen
betrichtlichen Zeitaufwand. Des Weiteren
sind die Kosten fiir die gezielten Thera-
pien in der Regel sehr hoch und es besteht
das Risiko der Resistenzentwicklung.

Multi-Gen-Tumor-Panels
in der Veterinarmedizin

Zur Etablierung entsprechender moleku-
largenetischer Tumorpanels fiir den Hund
wurde bereits umfangreiche Forschung in
drei Schritten durchgefiihrt:

1. Im Rahmen einer systematischen Ana-
lyse wurde die Ubereinstimmung von
Genomsequenzen und Tumormutatio-
nen bei Mensch und Hund untersucht.
Dies wird als ,,Kaninisierungsprozess*
bezeichnet (Sakthikumar et al. 2023).

2. Die Etablierung eines relevanten Multi-
Gen-Tumor-Panels fiir den Hund
(Chon et al. 2023b; Chon et al. 2023a;
Rodrigues et al. 2023).

3. Die Uberpriifung der klinischen Rele-
vanz (diagnostische, prognostische,
therapeutische Aussagen) der nachge-
wiesenen Biomarker fiir die Tumoren
des Hundes (Chon et al. 2023a; Sakt-
hikumar et al. 2023; Wu et al. 2023).

In den USA werden bereits zwei onko-

genetische Panels zur routineméfBigen
Charakterisierung der somatischen Muta-
tionen in Tumoren beim Hund angeboten.
Dazu zihlt beispielsweise das Mutations-
panel ,,SearchLight® DNA* Test von Ani-
vive Lifesciences (Probenversand ist tiber
LABOKLIN moglich) sowie der ,,Fido-
Cure®“ Test von One Health Company,
Cleveland, Ohio. Auch andere Firmen
arbeiten an der Einfiihrung solcher gene-
tischer Tumorpanels. Fiir die Tumoren der
Katze sind bislang keine molekulargene-
tischen Panels verfiigbar.

Als Untersuchungsmaterial konnen so-
wohl tumorzellreiche zytologische Aus-
striche als auch formalin-fixiertes-paraf-
fin-eingebettetes (FFPE) Gewebe
verwendet werden. Die Proben diirfen
nicht entkalkt oder anderweitig DNA-
zerstorend behandelt sein. Die extrahierte
DNA wird mittels eines fiir den Hund
adaptierten Panels von 120 (SearchLight
DNA®) bzw. 59 (FidoCure®) tumorasso-
ziierten Genen untersucht. Die identifizier-
ten molekularen Verdnderungen werden
mit der aktuellen wissenschaftlichen Lite-
ratur abgeglichen, und es wird angegeben,
ob und inwieweit sie diagnostische, pro-
gnostische und/oder pridiktive Biomarker
sind.

In den Befundmitteilungen werden von
den jeweiligen Firmen neben der Angabe
der gefundenen Biomarker auch Hinweise
gegeben, welche zielgerichteten Tumor-
Therapien fiir Menschen mit denselben
genetischen Verdnderungen von der FDA
zugelassen sind, und somit auch fiir den
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KO schnittfliche Mastzelltumor (T) am Sternum eines 7 Jahre alten
Labradors (formalinfixiert).

Hund von Nutzen sein konnten. Studien
haben gezeigt, dass Hunde, bei denen
Therapien, die auf den spezifischen soma-
tischen molekularen Verdnderungen
basierten, eingesetzt wurden, davon deut-
lich profitierten (Chon et al. 2023b; Chon
et al. 2023a; Wu et al. 2023).

Selbstverstindlich konnen die Zulassung,
die Verfiigbarkeit und die (meist recht
hohen) Kosten der Medikamente von Land
zu Land variieren. Die relative Wirksam-
keit und die potenziellen Nebenwirkungen
dieser Medikamente bei Hunden sind
unterschiedlich gut beschrieben. Die Ver-
antwortung fiir die letztlich ausgewihlte
Therapieentscheidung liegt immer bei den
behandelnden Tierdrztinnen/Tierdrzten.
Es wird in solchen komplexen Fillen
daher dringend empfohlen, spezialisierte
Onkologinnen/Onkologen zu konsultie-
ren, wie dies auch in der Humanmedizin

der Fall wiire.

Einzel-Gentests

Im Gegensatz zu den Multi-Gen-Tumor-
Panels, sind fiir Hunde einzelne somati-
sche Tumormutationen (z. B. KIT, BRAF)
bereits in der Routinediagnostik verfiigbar
und hinsichtlich ihrer prognostischen und/
oder therapeutischen Relevanz relativ gut
erforscht. Fiir Katzen hingegen gibt es bis-
lang keine diagnostisch, prognostisch oder
therapeutisch relevanten molekulargene-
tisch basierten Biomarker.
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EI® Normale perimembrandse Lokalisation des KIT-Re-

zeptors des Mastzelltumors (c-KIT Immunhistologie).

Mutationen des KIT-Gens

Das Protoonkogen KIT (syn. c-KIT, c-kit,
CD117 oder Stammzellfaktor (SCF)-
Rezeptor), ist eine Rezeptor-Tyrosin-
kinase (RTK), die durch das KIT-Gen
kodiert wird. Der in der Zellmembran
lokalisierte KIT-Rezeptor (Abb. 2A)
besteht aus einer extrazelluldren liganden-
bindenden Domine (Exons 1-9), einem
transmembrandsen Segment (Exon 10),
einer juxtamembrandsen Domiéne, die an
der Signaltransduktion beteiligt ist
(Exons 11-12) sowie zwei zytoplasmati-
schen Doménen (Exons 13 und 17).

KIT ist tiber verschiedene Signalkaskaden
(Abb. 2B) unter anderem fiir die Hima-
topoese, die Gametogenese, die Melano-
genese sowie fiir Mastzell-Aktivitidten von
Bedeutung. Eine Dysregulation der KIT-
Funktion fordert die Entstehung und Pro-
gression verschiedener Tumorarten. In
Abhingigkeit von Spezies und Tumorart
variieren die mutierten Exons des KIT-
Gens bzw. die daraus resultierenden Neo-
plasien (Aupperle-Lellbach et al. 2024)
(Tabelle 1).

Mastzelltumore Hund
(Abb. 3A)

Die immunhistologischen Expressions-
muster des c-KIT-Rezeptors (Abb. 3B)
erlauben eine prognostische Einschitzung
von Mastzelltumoren des Hundes (Freytag

et al. 2021). Der Nachweis der KIT-Gen-
mutation hat eine prognostische Relevanz
und kann zur individualisierten Therapie-
planung beitragen (Thamm et al. 2019;
Bellamy und Berlato 2022; Nardi et al.
2022).

Der Nachweis einer K/T-Mutation im
Exon 11 in kutanen Mastzelltumoren des
Hundes (Abb. 4) ist signifikant korreliert
mit einer kiirzeren Uberlebenszeit
(Webster et al. 2006; Takeuchi et al.
2013). Dies gilt insbesondere bei hoheren
histologischen Graden (Mochizuki et al.
2017; Thamm et al. 2019; Vozdova et al.
2020). Die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Mutation des KIT-Gens (Exon 11) vor-
liegt, steigt mit dem histologischen Grad
eines kutanen Mastzelltumors (Patnaik
et al. 1984; Kiupel et al. 2011): Patnaik
Grad I: 0-6 %, Grad II: 6-35 %, Grad III:
33-71 %; Kiupel low-grade: 4-13 %,
high-grade: 14-52 % (Tamlin et al. 2020).
Auch subkutane Mastzelltumoren mit
einer Exon-11-Mutation sind mit groerer
Wahrscheinlichkeit histologisch high-
grade und weisen eine hohere Mitosezahl
auf (Chen et al. 2022).

Es konnte nachgewiesen werden, dass das
Ansprechen auf den Tyrosinkinase-Inhibi-
tor Masitinib (Handelsname ,,Masivet®*)
bei Vorliegen einer KIT-Mutation im Exon
11 signifikant besser ist als bei dem Wild-
typ (London und Seguin 2003; Hahn et al.
2008; London 2009). Dies bedeutet aller-
dings nicht, dass bei Fehlen einer Muta-



B Elektropherogramm (mittels Sanger Sequenzierung erstellt) des Exons 11 des KIT-Gens mit interner Tandemduplikation (ITD) bei
einem kaninen Mastzelltumor.

tion keine therapeutische Wirkung gege-
ben ist! Der Nachweis einer KIT-Mutation
im Exon 11 in kutanen Mastzelltumoren
ermoglicht eine bessere Einschédtzung der
Prognose sowie eine individualisierte The-
rapieplanung (Bellamy und Berlato 2022;
Nardi et al. 2022). Auch andere Tyrosin-
kinaseinhibitoren (Abb. 2) wie Toceranib-
phosphat (Burton et al. 2015; Thamm
et al. 2020) oder Imatinib (Bonkobara
2015) konnen bei Hund und Katze thera-
peutisch in Frage kommen (London 2014;
Zagar und Schmidt 2023).

Eine Mutation im Exon 8 ist bei kaninen
kutanen Mastzelltumoren mit einer
langeren Gesamtiiberlebenszeit im Ver-
gleich zu ,Mastzelltumoren ohne Muta-
tion‘ oder ,mit einer Mutation im Exon 11°
assoziiert (Brocks et al. 2021). Mastzelltu-
moren mit einer Mutation im Exon 8 sind
folglich vermutlich weniger aggressiv.
Eine solche Korrelation konnte bei subku-
tanen Mastzelltumoren mit einer Mutation
im Exon 8 nicht beobachtet werden
(Chen et al. 2022). Es gibt einen Fallbe-
richt tiber einen Hund, dessen intestinaler
Mastzelltumor mit einer Mutation im
Exon 8 auf eine Imatinib-Therapie
ansprach (Kobayashi ef al. 2012).

Zur prognostischen und/oder therapeuti-
schen Aussage einer Mutation im Exon 9
in kaninen Mastzelltumoren liegen bislang
keine ausreichend gesicherten Daten vor.

Gastrointestinale stromale
Tumore (GIST) und Melanome
des Hundes

Der immunbhistologische Nachweis von
c-KIT wird diagnostisch genutzt, um
gastrointestinale stromale Tumore und
amelanotische Melanome von anderen
Tumoren (z. B. Leiomyosarkome, ana-
plastische Karzinome) abzugrenzen. In
etwa der Hilfte der GIST (Frost et al.
2003; Gregory-Bryson et al. 2010; Morini
et al. 2022) und einem Teil der oralen
Melanome des Hundes (Brocca et al.
2020) wurden Mutationen des Exon 11
nachgewiesen (Tab. 1). Des Weiteren wur-
den umfangreiche molekulargenetische
Studien zu den oralen Melanomen des
Hundes durchgefiihrt (Bowlt Blacklock
etal. 2019; Di Palma er al. 2021; Giuliano
2021; Hardwick 2021; Kim et al. 2021b).
Allerdings gibt es derzeit keine ausrei-
chenden Daten zu dem prognostischen
und/oder therapeutischen Nutzen einer
KIT-Mutation fiir GIST oder maligne
Melanome bei Hunden (Ubersicht in:
Aupperle-Lellbach et al. 2024). Aber im
Rahmen einer individualisierten Therapie
kann bei Vorliegen einer KIT-Mutation die
Anwendung von Tyrosinkinase-Inhibito-
ren in Erwédgung gezogen werden, sofern
dies die jeweiligen pharmakologischen
Zulassungskriterien erlauben (Wei et al.
2020; Smedley et al. 2021; Pazzi et al.
2022).

KIT-Mutationen in felinen
Tumoren

Im Gegensatz zu den kaninen Mastzelltu-
moren haben die Mutationen des KIT-
Gens (meist Exons 8 und 9) in felinen
Mastzelltumoren weder einen gesicherten
prognostischen noch einen therapeuti-
schen Wert (Tab.1). Wihrend Toceranib
und Masitinib fiir die Verwendung bei
Hunden zugelassen sind, ist noch kein
Tyrosinkinaseinhibitor fiir Katzen zuge-
lassen (Zagar und Schmidt 2023). Es gibt
jedoch erste erfolgversprechende Fall-
berichte zum Einsatz von Tyrosinkinase-
Inhibitoren bei der Katze (Ubersicht in:
Aupperle-Lellbach et al. 2024). In einer
retrospektiven Studie an Katzen mit kuta-
nen, viszeralen oder gastrointestinalen
Mastzelltumoren, die mit Toceranib
behandelt wurden, war in 40/50 (80 %)
Fillen ein klinischer Nutzen zu erkennen
(Berger et al. 2018). Allerdings wurde in
dieser Studie der KIT-Mutationsstatus der
Tumore nicht untersucht, so dass keine
Aussage getroffen werden kann, ob die
Mutation einen pradiktiven Wert hat. Auch
zum Nutzen der KIT-Mutationsnachweise
bei GIST oder Melanomen der Katze gibt
es bislang keine aussagekriftigen Daten.
Allerdings existieren bereits verglei-
chende molekulargenetische Studien zu
felinen Melanomen (van der Weyden et al.
2016; Wong et al. 2019).
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B O schnittfliche eines infiltrativ wachsenden urothelialen
Karzinoms (Ca) in der Harnblase einer 13 Jahre alten Misch-
lingshiindin (formalinfixiert).

BRAF-Mutation

BRAF gehort zur RAF-Familie (Rapid
Accelerated Fibrosarcoma), einer Gruppe
zytosolischer Serin/Threonin-Kinasen
(Abb. 2B), zu denen ARAF, BRAF und
CRAF gehoren. Sie sind Teil des Signal-
weges der mitogen-aktivierten Proteinki-
nase (MAPK) (Ubersicht in: Zehir et al.
2017). Obwohl alle drei RAF-Kinasen in
normalen Sdugetierzellen eine wichtige
Rolle spielen, ist vor allem BRAF bei der
Onkogenese relevant. Das mutierte
BRAF-Protein hat eine 500-700-fach
hohere Kinase Aktivitit im Vergleich zum
Wildtyp-BRAF-Protein (Wan et al. 2004).
Beim Menschen ist die BRAF p.V600E-
Mutation die hédufigste RAF-Mutation
(46 %), die insbesondere in Fillen mit
Haarzellenleukdmie (72 %), Schilddrii-
senkrebs (45 %), Melanom (36 %), Histio-
zytose (19 %) oder Darmkrebs (12 %)
auftritt (AACR Project GENIE Consor-
tium 2017; Zehir et al. 2017). Niedermo-
lekulare BRAF-Inhibitoren (BRAFi),
z. B. Vemurafenib, Dabrafenib, Sorafenib
und Encorafenib werden fiir die Behand-
lung von Patienten mit BRAF-mutierten
Tumoren eingesetzt, da sie selektiv auf
BRAF abzielen. Sie greifen in den MAPK-
Signalweg (Abb. 2b) ein, der die Vermeh-
rung und das Uberleben der Tumorzellen
reguliert (Poulikakos et al. 2022).

Beim Hund fiihrt eine Nukleotidsubstitu-
tion von T zu A an Position 1349 des
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E ® Urotheliales Karzinom in der Harnblase einer 9 Jahre alten
kastrierten Cocker Spaniel Hiindin. Die Immunhistologie

fiir BRAF V595E zeigt die diffuse Expression des mutierten
Proteins in den neoplastischen Zellen.

BRAF-Gens zu einer Aminoséduresubsti-
tution von Valin (V) zu Glutaminsiure
(E) an Position 595 des BRAF-Proteins
(auch bekannt als BRAF p.V588E bei
Verwendung des kanonischen Transkripts
ENSCAFT00000006305.5). Dies ist das
Aquivalent der BRAF p.V600E-Hotspot-
Mutation in menschlichen Tumoren
(Decker et al. 2015).

Die BRAF p.V595E-Mutation auf dem
Chromosom 16 wurde in 40-87 % der uro-
thelialen Karzinome (UCa, Abb. 5A) und
60-85 % der Prostatakarzinome (PCa) von
Hunden festgestellt (Decker et al. 2015;
Mochizuki et al. 2015a; Mochizuki et al.
2015b; Mochizuki und Breen 2015). Im
Gegensatz zum Menschen tritt die BRAF
p.V595E-Mutation bei anderen Tumor-
arten beim Hund selten auf (Mochizuki
und Breen 2015). Es handelt sich beim
Hund um eine rein somatische Mutation
— sie wurde nicht in Keimbahnproben von
Hunden mit UCa gefunden (Decker et al.
2015). Diese Mutation ist in nicht-neo-
plastischem Blasen- und Prostatagewebe
(z.B. Zystitis, Polypen, Prostatitis,
Prostatahyperplasie) nicht nachweisbar
(Mochizuki et al. 2015b; Aupperle-Lell-
bach et al. 2018; Grassinger et al. 2019a).
Interessant ist, dass die BRAF p.V595E-
Mutation mittels ddPCR in einer Urin-
probe eines Hundes mit follikuldrer Zys-
titis und einer flachen urothelialen Lésion
mit Atypien bereits detektiert werden
konnte (Chambers et al. 2023). Dies deu-

tet darauf hin, dass es ein Kontinuum von
der Dysplasie iiber das Carcinoma in situ
bis zum invasiven Karzinom gibt, in dem
die Mutation des BRAF-Gens ein friihes
treibendes Ereignis sein kann. Dies ist dia-
gnostisch fiir die Fritherkennung relevant.
Die Mutation des BRAF-Gens ist iibrigens
nicht nur molekulargenetisch nachweis-
bar, sondern kann auch immunhistolo-
gisch (Abb. 5B) iiber den Nachweis des
veridnderten BRAF-Proteins visualisiert
(Aeschlimann et al. 2024) und mittels KI
gestiitzter digitaler Bildanalyse detektiert
(Kiichler et al. 2023) werden.

Interessanterweise ist die Inzidenz der
BRAF p.V595E-Mutation bei kaninen
urothelialen Karzinomen von der Rasse
abhingig (Aupperle-Lellbach et al. 2019;
Grassinger et al. 2019b, Torner et al.
2024). So ist die Haufigkeit dieser Muta-
tion bei einigen Terrierrassen besonders
hoch (Decker et al. 2015; Aupperle-Lell-
bach et al. 2019). Eine aktuelle Studie aus
dem Routinematerial der letzten
5 Jahre von LABOKLIN hat auBerdem
einen besonders hohen Anteil positiver
Ergebnisse bei Proben von Beaglen und
Shetland Sheepdogs (im Vergleich zum
Mischling) ergeben (Torner ef al. 2024).
Da diese Rassen auflerdem eine Pradispo-
sition fiir die Entwicklung urothelialer
Tumoren aufweisen, kann der Urintest bei
diesen Hunden als Screeningtest zur Friih-
erkennung genutzt werden (Mutsaers et al.
2003). Obwohl die Inzidenz bei anderen



IA Ergebnisse einer ddPCR-Analyse fiir eine Probe ohne BRAF V595E Mutation (links) und mit Mutation (rechts). In der oberen Zeile ist
der Nachweis des Allels mit der Mutation dargestellt (schwarze Punkte sind negative Tropfchen, blaue Punkte (rechter Fall) sind
positive Tropfchen mit Mutation). In der unteren Zeile ist der Nachweis des Wildtyp-Allels (ohne Mutation) dargestellt (schwarze
Punkte sind negative Tropfchen, griine Punkte sind positive Wildtyp-Tropfchen, die in beiden Proben vorkommen).

Hunderassen deutlich geringer ist (~40—
50 % der Fille der UCa), kann sie dennoch
als erster, nicht-invasiver diagnostischer
Schritt hilfreich sein (Aupperle-Lellbach
et al. 2018).

Der Nachweis der BRAF-Mutation
(Abb. 6) hat diagnostische Relevanz, wenn
eine aussagefihige Zytologie oder Biopsie
nicht moglich sind (z. B. aufgrund von
Narkoserisiken, limitiertem Zugang zu
Ultraschallgeriten, Bedenken der Tier-
halter, Kosten oder nicht auswertbaren
Proben). Der Wunsch nach einem nicht-
invasiven Verfahren zur Tumordiagnose
von urothelialen Karzinomen fiihrte dazu,
dass die BRAF p.V595E-Mutation in neo-
plastischen Zellen oder zellfreier DNA
(cfDNA) nun auch im Urin von Hunden
mit UCa routineméBig nachgewiesen wer-
den kann.

Die droplet digital PCR (ddPCR) ist sehr
sensitiv und kann auch quantifizieren, wie
viele Zellen (v. a. im Urin) untersucht wur-

den, was fiir die diagnostische Sicherheit

relevant ist. Grundsitzlich gilt jedoch, dass

lediglich ein positiver Tumorbefund bewei-

send ist (Aupperle-Lellbach et al. 2018).

Ein negativer Befund kann auf verschie-

dene Ursachen zuriickzufiihren sein:

1) Es handelt sich um ein Karzinom,
welches keine BRAF-Mutation
aufweist.

2) Es handelt sich um ein Karzinom,
von dem keine mutierten Zellen in der
Probe vorhanden waren.

3) Es handelt sich nicht um ein
Karzinom.

Um auch urotheliale Karzinome des Hun-

des zu identifizieren, die keine BRAF-

Mutation aufweisen, kann das Vorliegen

einer Copy Number Alteration (CNA)

bestimmt werden, die in den Chromoso-
men 13, 19 und/oder 36 vorkommen kann.

Diese sind unabhingig von der BRAF-

Mutation (Shapiro et al. 2015; Mochizuki

et al. 2016; Wong et al. 2023). Sie stellen

ein molekulargenetisches Phinomen dar
und wurden bislang nur in kaninen urothe-
lialen Karzinomen aber nicht in Prostata-
karzinomen gefunden.

In >75% der urothelialen Karzinome kann
man in den Chromosomen 13 und 36 eine
Vervielfiltigung und/oder auf Chromo-
som 19 einen Verlust von Gensequenzen
beobachten, wobei >93 % der Karzinome
mindestens zwei dieser CN-Verédnderun-
gen aufweisen (Shapiro et al. 2015;
Mochizuki et al. 2016). Die molekularen
Konsequenzen dieser CNA auf Proteine-
bene oder innerhalb von Signal-Kaskaden
sind noch nicht untersucht. Sie haben
daher ausschlieBlich diagnostischen, aber
bislang keinen prognostischen oder thera-
peutischen Wert.

Urinproben von Hunden mit Harnwegs-
infektionen, Zystitis oder gutartigen Bla-
senpolypen wiesen diese CNA nicht auf
(Mochizuki et al. 2016).
CNA-Untersuchungen zur Diagnose
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O Lymphom im Mesenteriallymphknoten (Ly) eines 8 Jahre
alten Collie-Ruden. ©Dres. Staudacher, AniCura Aachen

eines urothelialen Karzinoms werden in
den USA von Antech unter dem Namen
CADET® BRAF-PLUS angeboten
(Wiley et al. 2019). Seit Juli 2024 wird
die kombinierte Untersuchung von BRAF
und der CNAs auf den Chromosomen 13,
19 und 36 unter der Bezeichnung ,,BRAF
comp.*“ von LABOKLIN GmbH & Co
KG angeboten. Im Gegensatz zur BRAF-
Mutationsanalyse ist fiir die CNA-Unter-
suchungen eine bessere DNA-Qualitit
erforderlich. Entziindungszellen sollten
das Bild nicht dominieren, da es zu falsch
negativen Ergebnissen kommen kann,
wenn die Anzahl normaler Genkopien aus
den Entziindungszellen die Anzahl abwei-
chender Genkopien der Tumorzellen iiber-
deckt (Mochizuki et al. 2016).
Grundsitzlich wire ein Monitoring des
Krankheitsverlaufs (Tumorwachstum,
Metastasierung) eines kaninen urothelialen
Karzinoms mdglich, indem die Menge an
BRAF p.V595E in der zirkulierenden Tumor-
DNA im Blut (ctDNA) bestimmt wird
(Tagawa et al. 2019; Kim et al. 2021a). Vor
einem Einsatz in der Routinediagnostik sind
jedoch weitere Validierungen erforderlich.
In zwei Studien zur prognostischen Rele-
vanz der BRAF-Mutation in kaninen Uber-
gangsepithelzellkarzinomen konnten
keine statistisch signifikanten Unter-
schiede in der Uberlebenszeit von Hunden
mit bzw. ohne BRAF-Mutation im Tumor
festgestellt werden (Pantke et al. 2019;
Gedon et al. 2022).
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Hinsichtlich einer therapeutischen Rele-
vanz der BRAF-Mutation konnte gezeigt
werden, dass das Uberleben von Hunden
mit Harnblasentumoren signifikant von
dem gewihlten Behandlungsschema
abhingt, sofern eine BRAF-Mutation vor-
liegt: Hunde, die metronomisch Chloram-
bucil nach Mitoxantron erhielten, erreich-
ten eine mehr als doppelt so lange mediane
Uberlebenszeit im Vergleich zu Patienten,
die nur Mitoxantron erhielten (588 versus
216 Tage, p = 0,030). Im Gegensatz dazu
wurden solche Unterschiede nicht beob-
achtet, wenn ein urotheliales Karzinom
ohne BRAF-Mutation vorlag (Gedon et al.
2022).

In der Humanmedizin werden BRAF-
Kinase-Inhibitoren therapeutisch einge-
setzt. Diese Medikamente sind in Deutsch-
land noch nicht fiir den Hund zugelassen.
Jedoch konnten sich in Zukunft therapeu-
tische Optionen er6ffnen, da erste erfolg-
versprechende Studien vorliegen.
Vemurafenib wird in der Humanmedizin
beispielsweise zur Behandlung von Mela-
nomen mit der BRAF-V666E-Mutation
genutzt. In-vitro-Studien mit BRAF-p.
V595E-UC-Zelllinien von Hunden haben
hinsichtlich der Empfindlichkeit gegen-
iiber Vemurafenib (PLX4032) im Ver-
gleich zu humanen Zelllinien gemischte
Ergebnisse gezeigt (Jung et al. 2021,
Cronise et al. 2022). In einer klinischen
Phase-I/II-Studie mit Vemurafenib bei
Hunden mit BRAF-mutiertem UCa wurde

EAQ T1-Zell Lymphom im Darm einer 8 Jahre alten Europaisch-
Kurzhaar-Katze (Immunhistologie, CD3).

festgestellt, dass die Sicherheit, die Anti-
Tumoraktivitit, und die pharmakodynami-
schen Auswirkungen von Vemurafenib auf
die Haut denen beim Menschen entspricht
(Rossman et al. 2021).

Allerdings wiesen die untersuchten kani-
nen UCa-Zelllinien eine hohe Sensitivitit
gegeniiber Sorafenib (BAY 43-9006) auf,
einem Multi-Kinase-Inhibitor, der auf
zahlreiche Serin/Threonin- und Tyrosin-
kinasen (BRAF, RAF1, PDGFR, VEGFR1-
3, KIT, FLT3, FGFR1 und RET) wirkt (Jung
et al. 2021). Eine Studie zur Vertriglich-
keit von Sorafenib bei Hunden (darunter
drei mit UCa) ergab, dass Sorafenib gut
vertragen wurde (keine unerwiinschten
Wirkungen) und 4 Wochen lang kein Fort-
schreiten der Krankheit festgestellt wurde
(Foskett et al. 2017). Insofern kann der
BRAF-Mutationsstatus bei Hunden als
potenzielle neue therapeutische Strategie
fiir eine individualisierte Behandlung
betrachtet werden. Es sei jedoch darauf
hingewiesen, dass die Behandlung mit
BRAF-Inhibitoren mit hohen Kosten ver-
bunden ist und unbedingt in die Hinde von
erfahrenen Onkologinnen und Onkologen
gehort.

Leider weisen die urothelialen Karzinome
der Katze keine BRAF Mutation und auch
sonst keine genetischen Variationen auf,
die als diagnostische, prognostische oder
therapeutische Biomarker verwendet wer-
den konnten (Wong et al. 2023).



E GeneScanning Ergebnisse eines B-Zelllymphoms. Das Vorhandensein des einen blauen Peaks (links) weist auf ein monoklonales
Ergebnis flir die IgH-Gene (relevant fiir B-Lymphozyten) hin, wahrend die vielen kleinen Peaks in griin ein polyklonales Muster fiir
die TCR-Gene (T-Lymphozyten) anzeigt.

Klonalititsanalyse (PARR)

Die PCR fiir Antigenrezeptor-Rearrange-
ment (PARR) stellt einen molekularen
Test dar, dessen Ergebnis als diagnosti-
scher Biomarker fiir Lymphome bei Hun-
den und Katzen (Abb. 7a+b) verwendet
wird. Insbesondere zur Bestitigung bei
unklaren Féllen aber auch als Hilfe zur
Differenzierung von B- und T-Zell-Lym-
phomen kann dieses Verfahren herangezo-
gen werden (Aupperle-Lellbach et al.
2024; Kehl et al. 2024).

Die PARR lisst sich an zytologischen
Ausstrichen, FFPE-Gewebe, Ergussfliissig-
keiten oder Liquor cerebrospinalis durch-
fiihren. Sie hat das Ziel, die Diagnose eines
Lymphoms zu stellen bzw. zu erhérten und
kann bei der Differenzierung helfen, ob es
sich um ein B- oder T-Zell-Lymphom han-
delt (Burnett et al. 2003; Gentilini et al.
2009; Burkhard and Bienzle 2013). Die
Indikationen fiir die Anwendung der
PARR sind: 1) Verdacht auf Leukdmie
oder Lymphom aus klinischer Sicht oder
anhand eines (Blut)Ausstrichs mit tumor-
verddchtigen Zellen; 2) ein unklares
immunhistologisches Ergebnis (z. B.
gemischtes Bild bei Verdacht auf T-zell-
reiches B-Zell-Lymphom); 3) ungeeigne-
tes Gewebe fiir die Immunhistologie
(schlechte Qualitit oder follikulédre Proli-
feration (Sabattini ef al. 2018).

Die PARR-Analyse weist keine somati-
schen Mutationen nach, sondern identifi-

ziert natiirlich vorkommende somatische
Rearrangements von Antigenrezeptor-
genen, die wihrend der Entwicklung/Rei-
fung von Lymphozyten auftreten. Die
B-Lymphozyten ordnen die Gene fiir die
schwere Kette des Immunglobulins (IgH)-
Gens um, wihrend T-Lymphozyten die
Gene fiir den T-Zell-Rezeptor (TCR) neu
arrangieren, um die charakteristische
Diversitidt der Antigenrezeptoren zu
erreichen (Vernau and Moore 1999;
van Dongen et al. 2003). Jede dieser Zel-
len verfiigt iiber einen einzigartigen
Rezeptor. Nach der Aktivierung durch ein
spezifisches Antigen kommt es zu einer
Proliferation der Lymphozyten, welche in
normalen lymphatischen Geweben zu
einer polyklonalen Population mit einer
groBenVielfalt von B- und T-Zellen fiihrt.
Im Falle von Lymphomen hingegen ent-
stehen die bosartigen lymphatischen Zel-
len aus einem einzigen Klon, ndmlich
einer B- oder T-Zelle, die sich unkontrol-
liert vermehrt. Daher wird die PARR-
Analyse als diagnostisches Verfahren ver-
wendet, um die Klonalitéit der B- und/oder
T-Zellpopulationen einer Probe zu analy-
sieren (van Dongen et al. 2003; Gentilini
et al. 2009; Keller and Moore 2012;
Langerak et al. 2012; Hammer et al.
2017).

Bei der PARR-Analyse werden mittels
PCR selektiv die variablen Regionen von
Antigenrezeptorgenen, wie z. B. die ver-
schiedenen IgH- oder TCR-Gene, ampli-

fiziert und anschliefend vergleichend ana-
lysiert wobei man sich die unterschiedliche
Linge der jeweiligen Gensegmente zu
Nutze macht (van Dongen et al. 2003). In
gesunden Proben ldsst sich eine Vielzahl
von PCR-Produkten nachweisen, die das
breite Spektrum der Genumlagerungen
widerspiegeln (eine ,,polyklonale* Popu-
lation). Im Gegensatz dazu kann das Vor-
handensein eines einzigen PCR-Produkts,
das als ,,monoklonale Population® bezeich-
net wird, ein Hinweis auf eine klonale
Expansion sein, was auf das Vorhanden-
sein eines Lymphoms hindeutet (Abb. 8).
Gegebenenfalls muss dieser monoklonale
Peak vor dem Hintergrund einer noch vor-
handenen normalen Rest-Lymphozyten-
population interpretiert werden. Manch-
mal sind auch biklonale Proliferationen zu
beobachten (van Dongen et al. 2003; Gen-
tilini et al. 2009; Keller und Moore 2012;
Langerak et al. 2012; Hammer et al. 2017).
Es sei darauf hingewiesen, dass die PARR-
Diagnostik gewisse Einschrinkungen auf-
weist: Es besteht die Moglichkeit, dass
keine DNA aus dem eingesandten Mate-
rial isoliert werden kann. Dies kann insbe-
sondere bei Formalin-fixiertem Gewebe
auftreten, da Inhibitoren vorhanden sein
konnen (Kehl et al. 2024).

Ein falsch-negatives Ergebnis bedeutet,
dass der Hund oder die Katze ein Lym-
phom hat, aber die PCR nicht das Muster
einer monoklonalen Population zeigt.
Ursachen fiir falsch-negative Ergebnisse
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konnen sein (Keller et al. 2016):
1) Es sind nicht ausreichend relevante Zel-

len in der Probe.

2) Die verwendeten Primerpaare decken
das Gen-Rearrangement des neoplasti-
schen Lymphozytenklons nicht ab.

3) Mutationen in den Primerbindungsstel-
len aufgrund von natiirlich vorkom-
menden Hypermutationen oder Chro-
mosomenaberrationen verhindern die
Bindung des Primerpaars.

Falsch positive Ergebnisse konnen auftre-

ten, wenn eine monoklonale Proliferation

(ohne Vorliegen einer Neoplasie) erfolgt:

z. B. aufgrund einer antigenen Stimulation

als Teil der normalen Immunreaktion, wie

es nach einer Infektion mit Leishmania
infantum (Gentilini et al. 2009; Melendez-

Lazo et al. 2019) oder Ehrlichia canis

(Burnett et al. 2003) beschrieben wurde.

Daraus lésst sich schlieSen, dass die Inte-

gration von klinischen, morphologischen

und immunphénotypischen Informationen
unerlésslich ist und die PARR niemals als
alleiniges molekulares Diagnoseinstru-
ment verwendet werden sollte (Keller und

Moore 2012; Langerak et al. 2012; Burk-

hard and Bienzle 2013; Gress et al. 2016;

Keller et al. 2016).

Liquid biopsy

Bei dem Schlagwort ,.Liquid biopsy* han-

delt es sich um einen Sammelbegriff, der

verschiedene Methoden der molekularbio-
logischen Tumordiagnostik im Blut aber
auch in anderen Korperfliissigkeiten (wie

Urin, Speichel, Bronchiallavage, Liquor

etc.) umfasst (Jung und Kirchner 2018). Je

nach Fragestellung werden die unter-
schiedlichsten Parameter detektiert, wie
zum Beispiel:

- Zirkulierende (epitheliale) Tumorzellen
(CTCs, CETCs)

- Zirkulierende zellfreie Tumor-DNA
(ctDNA, cfDNA)

- Nukleosomen

- MicroRNAs (miRNA, miR)

- Extrazelluldare Vesikel (EV) wie
Exosomen, Mikrovesikel und
apoptotische Vesikel

- Molekulare Marker in Thrombozyten
(Tumor-Educated Platelets)

Wihrend die auf Mutationen basierenden
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Methoden (CTC, cfDNA) neben der Dia-
gnostik auch prognostische und therapeu-
tisch relevante Informationen liefern, die-
nen die meisten epigenetischen Verfahren
(miRNA, Nukleosomen, Extrazellulédre
Vesikel, Tumor-Educated Platelets) eher
dem Monitoring des Patienten (z. B. The-
rapieliberwachung, Rezidivkontrolle).
Alle genannten Methoden sind weitere
Bausteine im tieferen Verstdndnis von
Tumorerkrankungen und werden mogli-
cherweise in weiterer Zukunft noch rele-
vante Ergebnisse liefern.

Die Verfahren der Liguid biopsy finden in
der humanmedizinischen Onkologie An-
wendung, beispielsweise zur Friiherken-
nung von Krebs (nur bei bestimmten
Tumorarten), zur Abschitzung des
Metastasierungsrisikos, zur Identifizie-
rung therapeutischer Zielstrukturen und
Resistenzmechanismen sowie dem
Tumor-Monitoring (Jia et al. 2021; Carr
und Welch 2023). Der diagnostische Ein-
satz der Liquid biopsy wird bisher ledig-
lich als ergénzendes Verfahren fiir streng
definierte Tumorarten/Indikationen
empfohlen (z. B. tief liegende Lungen-
tumore, Gehirntumore, Zustand des
Patienten). Gewebebasierte Untersuchun-
gen sind diagnostisch stets iiberlegen, falls
reprasentative Proben entnommen werden
konnen (Jung und Kirchner 2018; Krug-
lyak et al. 2021). Grundsitzlich ist also
stets abzuwaigen, ob und inwieweit, ein
Tumor nicht durch klinische oder bildge-
bende Diagnostik zu lokalisieren ist, und
ob die Diagnose mittels Zytologie oder
Histologie sowie ggf. durch weiterfiih-
rende immunhistologische oder moleku-
largenetische Methoden gestellt werden
kann. Die Methoden der Liquid biopsy
sind in der Humanmedizin bislang
nicht als diagnostische Screeningverfah-
ren zugelassen (Batool et al. 2023).
Internationale Konsortien, wie die Euro-
pean Liquid Biopsy Society (ELBS,
www.elbs.eu) sind gegenwirtig bestrebt,
diese neuen Methoden zu standardisie-
ren, da eine Vielzahl von Faktoren (Pro-
benentnahme, Aufarbeitung, Methodik,
Medikamente, Tumorstadium, Ko-Mor-
bidititen) die Werte beeinflussen konnen
(Batool et al. 2023; Chen et al. 2023).
Die besonderen Herausforderungen fiir

die Tiermedizin liegen in den technischen
Adaptationen aus der Humanmedizin, den
Speziesunterschieden, der Durchfiihrung
von gut definierten Studien sowie der
Kostenproblematik (Chibuk ez al. 2021).

Zirkulierende (epitheliale)
Tumorzellen (CTCs, CETCs)

Zirkulierende (epitheliale) Tumorzellen
(CTCs, CETCs) werden aus dem Blut iso-
liert und dienen der Diagnostik (falls eine
Biopsie nicht moglich ist) sowie der Pro-
gnosestellung (Metastasierungsaktivitét).
Zudem konnen an ihnen Medikamente
auf ihre Wirksamkeit getestet werden
(Kasimir-Bauer 2018; Pascual et al. 2022).
In der Literatur finden sich erste Studien
zu zirkulierenden Tumorzellen bei Mam-
matumoren (Da Costa et al. 2013; Marco-
nato et al. 2019) und Osteosarkomen
(Wright et al. 2023) beim Hund.

Zellfreie zirkulierende Tumor-DNA
(CtDNA, cfDNA)

Die Analyse von zellfreier zirkulierender
Tumor-DNA (ctDNA, cfDNA) erlaubt die
Identifizierung von Veridnderungen im
Tumorgenom wihrend des Therapiever-
laufs, beispielsweise im Hinblick auf die
Entwicklung von Resistenzen. Die Menge
der verfiigbaren ctDNA korreliert dabei
mit dem Tumorstadium der Patienten.
Aufgrund der geringen Menge dieser Mar-
ker im Blut, die weniger als 0,001 % im
Plasma betrégt, war ein Nachweis zuvor
nicht moglich. Erst durch die Etablierung
neuer Verfahren und hochsensitiver Tech-
niken, wie der ,droplet digital PCR*
(ddPCR) oder dem ,,Next Generation
Sequencing* (NGS), wurde ein Nachweis
iberhaupt moglich (Jung und Kirchner
2018). In der Humanmedizin werden
Untersuchungen von zirkulierenden
(epithelialen) Tumorzellen und zellfreier
Tumor-DNA (ctDNA) bei metastasierten
Tumorerkrankungen angewendet also v. a.
bei Karzinomen von Lunge, Mamma,
Darm, Leber, Prostata und Ovar (Heidrich
et al. 2021). Allerdings erfordern diese
Verfahren fiir den routineméBigen Einsatz
ein hohes Maf} an Standardisierung und
Validierung, wenn sie fiir Screenings eta-
bliert werden sollen (Lockwood et al.
2023). Die weiterfiihrende Forschung



beschiftigt sich auerdem mit der Sub-

klassifizierung der Fragmente der zell-
freien Tumor-DNA, um daraus noch pré-
zisere Aussagen ableiten zu kénnen (Ding
und Lo 2022).

Beim Hund wurden histiozytére Sarkome,
Lymphome und orale Melanome iiber den
Nachweis der PTPN11 Mutation in der
zellfreien DNA im Plasma identifiziert
(Prouteau et al. 2021). Ein Test aus den
USA (OncoK9 von PetDx — seit Méarz
2024 nicht mehr verfiigbar) diagnosti-
zierte anhand verschiedener typischer
Mutationen in zellfreier DNA im Blut-
plasma insbesondere Lymphome, Osteo-
sarkome, Hdmangiosarkome, histiozytire
Sarkome, Mammakarzinome, maligne
Melanome, Mastzelltumore, Weichteil-
sarkome und Analbeutelkarzinome beim
Hund (Flory et al. 2022; O‘Kell et al.
2023). Auch andere Firmen, wie z. B. Can-
Can Diagnostics (Vereinigtes Konigreich)
bieten ctDNA basierte Screeningtests an.
Des Weiteren gibt es auch eine Studie zur
differenzialdiagnostischen Nutzung der
ctDNA in verschiedenen Milzknoten des
Hundes (Favaro et al. 2022), die aber noch
nicht routineméBig angeboten wird.

Tumor-Mutations-Last (TML, engl.
TMB)

Die Tumor-Mutations-Last (TML, engl.
TMB) kann allgemein als Gesamtzahl der
in einer Tumorprobe vorhandenen Muta-
tionen definiert werden. In der Human-
medizin ist sie v. a. fiir die Prognose und
Therapie (Immuntherapie) von Bedeutung
(Samstein et al. 2019; Riviere et al. 2020;
Ballke et al. 2021; Smith et al. 2023) . Die
Quantifizierung der TML wird von mehre-
ren Faktoren beeinflusst: 1) dem Anteil des
Tumorgewebes in der Probe, 2) der Sequen-
zierung, 3) der Datenbank, mit der die
Mutationen ermittelt werden, und 4) den
Interpretationsmoglichkeiten der TML-
Werte aus den bisher bekannten Daten. Die
von der FDA festgelegten h-TML-Grenz-
werte haben sich im Laufe der Jahre von
20 mut/Mb auf 16, 12 und jetzt 10 mut/Mb
verschoben, und es bleibt fraglich, ob ein
universeller Cut-off von 10 Mut/Mb fiir alle
Tumorarten geeignet ist (Addeo et al.
2019). In der Tiermedizin gibt es eine Uber-
sichtsarbeit zum TML-Status bei verschie-

denen Tumoren des Hundes, die zeigt, dass
Mammatumore und Gliome eine geringere
Tumormutationslast (Median < 0,5 Muta-
tionen pro Mb) haben, wihrend orale Mela-
nome, Osteosarkome und Hdmangio-
sarkome eine hohere TML aufweisen
(Median > 1 Mutation pro Mb) (Alsaihati
et al. 2021). Inwieweit diese Analysen
einen diagnostischen, prognostischen oder
therapeutischen Nutzen beim Hund haben
werden, bleibt abzuwarten.

Dariiber hinaus wurde der BRAF p.V595E-
Status zur Uberwachung des Krankheits-
verlaufs in zwei Studien untersucht: In der
Plasma-DNA von insgesamt 16 Hunden
mit urothelialen Karzinomen konnte ein
Anstieg der Menge an BRAF p.V595E
ctDNA mit dem Fortschreiten der Krank-
heit (Tumorwachstum, Metastasierung)
festgestellt werden. Gleichzeitig konnte
ein Abfall der ctDNA-Menge beobachtet
werden, wenn sich der Tumor als Reaktion
auf die Behandlung verkleinerte (Tagawa
etal. 2020; Kim et al. 2022). Eine weitere
Validierung mit groBBeren Patientenzahlen
ist erforderlich, um die Eignung von
BRAF p.V595E ctDNA als Progressions-
marker bei Hunden zu bestimmen.

Nukleosomen

Nukleosomen stellen essentielle Bestand-
teile im Zellkern von Eukaryoten dar, wo
sie fiir die Verpackung und Komprimie-
rung der DNA im Zellkern zustindig sind.
Ein Nukleosom bezeichnet die Einheit von
DNA und einem Histon-Oktamer. Das
Oktamer setzt sich aus je zwei Exempla-
ren der Proteine H2A, H2B, H3 und H4
zusammen.

In der Tiermedizin wird aktuell ein allge-
meiner Screening-Test fiir Tumore beim
Hund angeboten, der auf dem Nachweis
einer erhohten Konzentration von Nukleo-
somen im Blut beruht (Nu.Q® Vet Cancer
Test). Dabei wird jedoch ausdriicklich
darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse
bislang nur fiir klinisch gesunde Hunde
aussagefihig sind (Wilson-Robles et al.
2020; Wilson-Robles et al. 2022). Der
Grund ist, dass entziindlich, traumatisch
(oder anderweitig) erhohte Nukleosomen-
mengen im Blut nicht von tumorbedingten
erhohten Nukleosomenkonzentrationen
unterschieden werden konnen (Letendre

und Goggs 2018a, 2018b; Martiny und
Goggs 2019; Krogh et al. 2021). Gemif
der Herstellerangaben ist dieser Test ins-
besondere fiir die Detektion von Lympho-
men (Dolan et al. 2021; Wilson-Robles
et al. 2023) und Hidmangiosarkomen
(Wilson-Robles er al. 2021) geeignet, die
mit anderen klinischen Methoden (z. B.
Bildgebung) nicht erfasst oder differen-
ziert werden konnen. Auch andere Tumore
konnen mit erhohten Nukleosomenkon-
zentrationen einhergehen (Wilson-Robles
et al. 2022), von denen viele aber auch
durch Adspektion, Palpation und Zytolo-
gie zu diagnostizieren sind (z. B. Mast-
zelltumore, Melanome). Die Forschung
auf diesem Gebiet ist noch nicht abge-
schlossen und die weitere Entwicklung,
beispielsweise im Hinblick auf den Nut-
zen im Monitoring der Tumorerkrankung,
bleibt abzuwarten.

MikroRNAs (syn. miRNAs)

MikroRNAs (syn. miRNAs) sind nicht zu
verwechseln mit der messenger RNA
(mRNA). miRNAs sind kleine nicht-
kodierende RNAs, die die Expression von
Genen durch Unterdriickung oder Verstér-
kung der Translation regulieren und an der
Zellentwicklung und Apoptose bei gesun-
den Zellen beteiligt sind (Bartel 2004).
AuBerdem scheinen miRNAs tumor-
suppressive oder onkogene Effekte zu
haben. Obwohl miRNAs als potenzielles
Diagnoseinstrument fiir die Krebserken-
nung angesehen werden, ist ihre Anwen-
dung in der klinischen Routine der
Humanmedizin noch in den Anfingen
(Sohel 2020; Wang et al. 2021). In der
Veterindrmedizin gibt es bereits zahlreiche
Studien zu miRNAs bei verschiedenen
Erkrankungen (Ubersicht in: Kehl et al.
2024) Allerdings sind bislang keine auf
miRNAs basierenden Tests auf dem Markt
verfiigbar, die sich fiir den routineméfigen
Einsatz eignen.

Extrazellulire Vesikel (EV)

Bei den Extrazelluldren Vesikeln (EV)
werden 1) Exosomen, 2) Mikrovesikel und
3) apoptotische Vesikel unterschieden
(El Magraoui et al. 2017). Extrazelluldre
Vesikel werden sowohl in der Human- als
auch in der Veterindrmedizin hauptsich-
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lich bei Tumorerkrankungen, aber auch in

der Kardiologie, Nephrologie, Reproduk-
tionsmedizin, Parasitologie und Regene-
rativen Medizin erforscht (Diomaiuto
et al. 2021). Zu den extrazelluldren Vesi-
keln in Verbindung mit miRNA Konzen-
trationen gibt es eine erste Arbeit an
19 Hunden mit Lymphomen, die den
Therapieverlauf (CHOP-Protokoll) doku-
mentieren konnte (Garnica et al. 2020).

Molekulare Marker in Thrombozyten

Molekulare Marker in Thrombozyten
(Tumor-Educated Platelets) konnen im
Blut detektiert werden und der Tumor-
diagnose dienen (Zhang et al. 2023). Die
Thrombozyten helfen bei der Blutstil-
lung, iibernehmen immunologische Auf-
gaben, unterstiitzen den Gefiumbau
und fordern Entziindungen. Sie spielen
daher auch eine aktive Rolle in der
Tumorbiologie und werden ihrerseits
dynamisch von Tumorzellen beeinflusst
(erzogen“- ,educated). Diese Throm-
bozyten-Tumorzell-Interaktionen fiihren
zu einem verdnderten RNA-Profil der
Thrombozyten (Varkey und Nicolaides
2021). Es gibt erste Studien zur Throm-
bozyten-basierten Tumordiagnostik beim
Menschen (Veld et al. 2022), aber auch
in der Humanmedizin steht diese Ent-
wicklung noch am Anfang, denn Anti-
koagulanzien, Krebstherapien, Entziin-
dungen und andere Erkrankungen miissen
in die komplexe Interpretation einbezo-
gen werden (Antunes-Ferreira et al.
2021). Fir Hund und Katze gibt es bis-
lang noch keine diesbeziiglichen Publi-
kationen.

Zusammenfassung

Die KIT-Mutationsanalyse, vor allem des
Exons 11, kann bei kaninen kutanen Mast-
zelltumoren relevante prognostische und
therapeutische Informationen liefern. Bei
Katzen spielen andere Mutationen in den
Mastzelltumoren eine Rolle, deren pro-
gnostische und therapeutische Relevanz
jedoch nicht gesichert ist.

Der Nachweis der BRA F-Mutation erweist
sich bei Urothel- und Prostatakarzinomen
des Hundes als diagnostisch und therapeu-
tisch wertvoll. Diese Diagnostik kann fiir
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urotheliale Karzinome durch die Analyse
von Copy-Number-Alterationen ergidnzt
werden. Die BRAF-Mutation spielt bei
urothelialen Karzinomen der Katze in Dia-
gnose oder Therapie leider keine Rolle.
Die Klonalititsuntersuchung (PARR)
kann bei der Charakterisierung lymphozy-
tarer Proliferationen hilfreich sein und die
Ergebnisse konnen auf Prognose und The-
rapie Einfluss haben, wenn sie zur Sub-
klassifizierung von Lymphomen beitra-
gen. Diese Methode funktioniert bei
Proben vom Hund zuverlissiger als bei
denen der Katze.

Dariiber hinaus stehen seit kurzem auch
Multi-Gen-Mutationspanel zur Verfii-
gung, die eine komplexe molekulargene-
tische Charakterisierung von Tumoren
des Hundes liefern. Dadurch wird die
Moglichkeit eroffnet, individuelle Be-
handlungen mit gezielt mutationsspezifi-
schen Medikamenten durchzufiihren.
Diese neuen therapeutischen Optionen
sind noch nicht umfassend klinisch vali-
diert und zugelassen und miissen daher
von erfahrenen Onkologinnen und Onko-
logen im Einzelfall gepriift und begleitet
werden.

Die Verfahren, die auf der Diagnostik
anhand von Korperfliissigkeiten beruhen
(Liquid biopsy), basieren auf der Detek-
tion von Tumorzellen und ihrer DNA
oder auf epigenetischen Markern (z. B.
Nukleosomen, miRNA u. a.). Ihre Vali-
dierung muss noch intensiviert, und die
Moglichkeiten sowie Limitierungen

miissen prizise evaluiert werden.

Fazit fur die Praxis

Es ldsst sich insgesamt feststellen, dass
auch in der Tiermedizin die molekularge-
netische Diagnostik zunehmend in die
Routinediagnostik integriert wird. Daher
sind eine enge interdisziplinidre Koopera-
tion und Kommunikation zwischen Kli-
nik, Pathologie und Molekulargenetik
erforderlich, um sich mit den Moglichkei-
ten und Grenzen der neuen Methoden ver-
traut zu machen. Die molekulargeneti-
schen Einzelanalysen (KIT, BRAF, PARR)
sind in der Veterindrmedizin bereits seit
einigen Jahren in der Routinediagnostik
etabliert.

Im Vergleich zur Humanmedizin besteht
jedoch noch ein hoher Forschungsbedarf,
um neue relevante diagnostische, pro-
gnostische und therapeutische Biomarker
fiir Hund und Katze zu entwickeln. In
diesem Kontext sind die Multi-Gen-
Mutationsassays sowie die epigenetisch
basierten Verfahren von Bedeutung, die
unter dem Begriff der Liquid Biopsy (z. B.
Nukleosomen, miRNA u. a.) zusammen-
gefasst werden.

R
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