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Zusammenfassung

SCC (Plattenepithelkarzinom) zihlen bei Pferden zu den
hiufigsten Neoplasien am Auge. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass Haflinger mithomozygotem Genotyp fiir eine
missense Variante im DDB2-Gen (damage specific DNA
binding protein 2) ein deutlich erhdhtes Risiko fiir das Auf-

treten von okuliren SCC aufweisen.

Die Ziele dieser Studie bestanden darin, die Hiufigkeit des
SCC-assoziierten Risikoallels im DDB2-Gen in schweize-
rischen und 8sterreichischen Haflingerpopulationen zu
bestimmen, sowie die zuvor beschriebene Phinotypkorre-
lation zu validieren. Dazu wurden an verschiedenen Pfer-
dekliniken der Schweiz vorgestellte Haflinger (n = 21, dar-
unter 11 SCC-Fiille), privat gehaltene Haflinger (n = 52,
darunter 1 SCC-Fall), sowie Haflinger eines Gestiits im
osterreichischen Tirol (n = 53) rekrutiert. Der individuelle
DDB2-Genotyp der Tiere wurde per PCR-Test anhand von

Haarwurzel- oder Vollblutproben bestimmt.

Unter den insgesamt 12 SCC-erkrankten Pferden fanden sich
neun mit okuliren und drei mit nicht-okuliren SCC. Sechs der
neun Haflinger mit okulirem SCC und einer der drei Haflinger
mit nicht-okulirem SCC waren homozygot fiir die DDB2-Va-
riante. Von den 113 klinisch unauffilligen Tieren waren 7/113
homozygot (6%) und 42/113 heterozygot (37 %), was einer Al-
lelfrequenz von 24,8 % in der Kontrollkohorte entspricht.

Das Risiko fiir das Auftreten des okuliren SCC beim Haflin-
ger ist mit dem homozygoten DDB2-Genotyp deutlich er-
héht. Allerdings tragen nicht alle SCC-erkrankten Tiere
diese Genvariante und nicht alle DDB2-homozygoten Tiere
entwickeln ein SCC, was sich mit der multifaktoriellen Ge-
nese der Erkrankung erkliren lisst. Aufgrund der hohen
Frequenz des unerwiinschten Allels empfehlen wir, den in-
dividuellen DDB2-Genotyp von Zuchttieren zu beachten,
um so reinerbige Nachzucht mit stark erhdhtem SCC-Risiko
durch den Ausschluss von Risikoanpaarungen zu vermeiden.
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DDB2-associated incidence of
squamous cell carcinoma in Haflingers:
risk minimization by genotyping

SCC (squamous cell carinomas) are among the most com-
mon eye neoplasms in horses. In recent studies Haflinger
horses with a homozygous genotype for a missense variant
in the DDB2 gene (damage specific DNA binding protein
2) had a significant increased risk of developing ocular SCC.

The aims of this study were to determine the frequency of the
SCC-associated risk allele in the DDB2 gene in Swiss and Aus-
trian Haflinger populations and to validate the previously
described phenotypic correlation. For this purpose, Haflingers
presented at various horse clinics in Switzerland (n = 21, inclu-
ding 11 SCC cases), privately kept Haflingers (n = 52, including
1 SCC case), and Haflingers from a stud farm in the Austrian
Tyrol (n = 53) were recruited. The individual DDB2 genotype
of the animals was determined using a polymerase chain ceac-
tion (PCR) test using hair follicle or whole blood samples.

Of the 12 horses suffering from SCC, nine had ocular SCC
and three had non-ocular SCC. Six of the nine Haflingers
with ocular SCC and one of the three Haflingers with
non-ocular SCC were homozygous for the DDB2 variant. Of
the 113 clinically normal animals, 7/113 were homozygous
(6%) and 42/113 were heterozygous (37 %), which corres-
ponds to an allele frequency of 24,8 % in the control cohort.

The risk of ocular SCC occurring in Haflingers is signifi-
cantly increased with the homozygous DDB2 genotype.
However, not all animals with SCC carry this gene variant
and not all DDB2 homozygous animals develop SCC,
which can be explained by the multifactorial genesis of the
disease. Due to the high frequency of the undesirable allele,
we recommend taking the individual DDB2 genotype of
breeding animals into account in order to avoid homozy-
gous offspring with a greatly increased SCC risk by exclu-
ding high-risk matings.
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Einleitung

Das Plattenepithelkarzinom (SCC) ist eine von den Epit-
helien der Haut und Schleimhaut ausgehende und in der
Regel langsam wachsende, maligne Neoplasie und gilt als
der am hiufigsten auftretende Augentumor beim Pferd.16-14
Hauptpridilektionsstellen sind das dritte Augenlid, der
Limbus, die Augenlider und seltener infiltrieren SCC auch
die Orbita. Bei Haflingern ist der Limbus die hiufigste Lo-
kalisation von okuliren SCC.613:20 Unbehandelt kénnen
okulire SCCzu irreversiblen Schiden am Auge, zu Schmer-
zen und zur Beeintrichtigung bis hin zum Verlust der Seh-
fahigkeit fiihren sowie lokal und in entfernte Organe me-
tastasieren.” Ebenfalls hiufig treten SCC beim Pferd an
den dusseren Genitalien auf oder seltener auch in diversen
anderen Lokalisationen, wie beispielsweise im Maul, in den
Nasennebenhéhlen oder im Magen. 81017.24,32

Die Atiopathogenese von okuliren und nicht-okuliren SCC
ist nicht vollstindig geklirt. Ulcraviolette (UV)-Strahlung
sowie fehlende photoprotektive Pigmentierung sind jedoch
bekannte Risikofaktoren, welche DNA-Schiden und infol-
gedessen unkontrolliertes Zellwachstum und damit die
Entstehung von Tumoren begiinstigen konnen.20-35 Als
weiterer Einflussfaktor auf die Entstehung von SCC bei
Pferden werden UV-Licht induzierte Punktmutationen des
p53-Genes diskutiert. p53 ist ein Tumorsuppressorgen, des-
sen Expression bei DNA-Schiden hochreguliert wird. So
wird entweder der Zellzyklus verzégert, damit die nétigen
DNA-Reparaturmechanismen greifen kénnen, oder direkt
die Apoptose eingeleitet. Bei Mutationen des p53-Genes
kann es zu unkontrolliertem Wachstum von Zellen mit
DNA-Schiden kommen.!1:13,20.28,36:40 Aysserdem gelten
chronische Irritationen der Augen als pridisponierender
Faketor fiir okulire SCC.13 Als zusitzlicher Risikofaktor fiir
die Entwicklung von okuliren SCC werden fehlende
Androgene und Ostrogene vermutet, was erkliren kénnte,
weshalb Wallache offensichtlich hiufiger betroffen sind als
Hengste oder Stuten.? Das equine Papillomavirus Typ 2
(EcPV2) wird als méglicher Co-Faktor fiir die Entstehung
von SCC angesehen.38

Aktuelle Studien haben eine erbliche Veranlagung fiir oku-
lire SCC festgestellt, was darauf hindeutet, dass die Gene-
tik einen wesentlichen Beitrag zum Krebsrisiko leistet. Zu
den Rassen mit dem héchsten Vorkommen von okulirem
SCC gehéren der Appaloosa und das American Paint Hor-
se.2? Seit einiger Zeit wurde auch berichtet, dass Haflinger
im Vergleich zu anderen Rassen besonders hiufig und zu-
dem offensichtlich bereits in jiingerem Alter an okuliren
SCC erkranken.!13:2035 Eine bei dieser Pferderasse durch-
gefithrte genomweite Assoziationsstudie gefolgt von der
Sequenzierung von Kandidatengenen entdeckte eine ver-
breitete Missense-Mutation im DDB2-Gen (c.1013C>T; p.
Thr338Met; EVA ID rs1139682898). Diese ist nachweislich
mit einem erhdhten Risiko fiir limbale SCC sowie SCC am

dritten Augenlid assoziiert.133435 Das DDB2-Gen kodiert
fiir das DNA-binding protein 2, welches an geschidigte
DNA bindet und an deren Reparatur beteiligt ist. Bei Vor-
liegen des mutierten DDB2-Allels p.Thr338Met ist die
DNA-Reparatur beeintrichtigt. Die Missense-Mutation im
DDB2-Gen wurde bislang bei vier Pferderassen (Haflinger,
Connemara Pony, Belgier und Rocky Mountain Horse) mit
SCC in der Limbusregion und am dritten Augenlid in Ver-
bindung gebracht und soll die Bindung an UV-geschidigte
DNA beeintrichtigen.#!5 Kiirzlich wurden erste direkte
funktionelle Beweise dafiir geliefert, dass DDB2-p.Thr-
338Met das ursichliche Allel mit Funktionsverlust ist, wel-
ches das Risiko fiir okulire SCCs bei Pferden erhéht.? Die
DDB2-Genvariante wird autosomal rezessiv vererbt und
scheint als homozygote Variante in gut drei Viertel aller
okuliren SCC-Fille beim Haflinger an der Tumorentste-
hung beteiligt zu sein.#34 Das DDB2-Risikoallel scheint
bisher ausschliesslich fiir okulire SCC relevant zu sein und
nicht fiir orale oder urogenitale SCC.%

Das Ziel dieser Studie ist es, die Frequenz der DDB2-Vari-
ante in alpenlindischen Haflinger-Populationen zu unter-
suchen und Empfehlungen fiir die Zucht im Allgemeinen
und zur Risikoeinschitzung beim individuellen Pferd im

Speziellen zu geben.

Material und Methoden

Fiir diese Studie wurden insgesamt 125 Haflinger durch
vier unterschiedliche Herangehensweisen rekrutiert: 1) Zur
Rekrutierung von privat gehaltenen Haflingern in der
Schweiz wurde eine Ausschreibung der Studie (Supplement
1) auf der Website des Institut suisse de médecine équine
(ISME) und auf Facebook verdffentlicht sowie diversen
Pferdetierirzten und Pferdekliniken in der Schweiz per Mail
zugesandt. 2) Zur Rekrutierung von Zuchttieren wurde ein
Haflingergestiit in Tirol, Osterreich (Fohlenhof Ebbs, Welt-
zentrum der Haflinger Pferde), zur Teilnahme an der Studie
angefragt. 3) Des Weiteren wurden wihrend der Studien-
durchfiithrung (Oktober 2020 bis Januar 2022) an der ISME
Pferdeklinik Bern und in der Pferdeklinik der Universitit
Ziirich aufgrund von SCC und anderen Grunderkrankun-
gen vorgestellte Haflinger aufgenommen. 4) Zusitzlich
konnten an der ISME Pferdeklinik in Bern vorgestellte
Haflinger mit SCC mithilfe der seit 2015 gefiihrten internen

Tumordatenbank retrospektiv identifiziert werden.

Voraussetzung fiir die Aufnahme in die Studie waren 1)
schriftliche Einverstindniserklirung zur Teilnahme durch
die Besitzenden, 2) reinrassiger Haflinger, 3) Méglichkeit,
eine Haarprobe zu entnehmen oder auf eine in der Tumor-
datenbank vorhandene Blutprobe zuriickzugreifen und 4)
Durchfiihrung einer Augenuntersuchung mit besonderem
Fokus auf Hornhaut, Konjunktiven, Nickhaut und Augen-
lidern. Falls méglich zusitzlich fotografische Dokumenta-
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tion von Abweichungen von der Norm entweder in einer
Klinik oder vor Ort. 5) Angaben zu Identitit, Geschlecht,
aktuellem Gesundheitszustand und allfilligen Vorerkran-
kungen der Pferde.

Als bestitigte okulire oder nicht-okulire SCC-Fille wurden
nur Tiere mit histopathologischer Diagnose beriicksichtigt.
Die histologischen Untersuchungen wurden entweder am
Institut fiir Tierpathologie der Vetsuisse-Fakultit Bern, am
Institut fiir Tierpathologie der Vetsuisse-Fakultit Ziirich
oder im Labor Freienstein (Freienstein-Teufen, Schweiz)

durchgefiihre.

Bei der Augenuntersuchung wurde besonders auf Verinde-
rungen geachtet, die charakteristisch fiir ein SCC sind:
erhabene, rosa- bis pinkfarbene Masse(n) mit rauer und ggf.
ulzerierter Oberfliche an Konjunktiven, Kornea und deren
Ubergang ineinander (Limbus) sowie am dritten Augenlid
oder an den Augenlidern selbst. Die Einschlusskriterien fiir
Kontrollpferde umfassten die Abwesenheit von fiir ein SCC
verdichtigen Proliferationen im Bereich der Augen oder
anderen Lokalisationen sowie, soweit bekannt, keine anam-
nestischen Hinweise auf das Vorliegen eines SCC in der
Vergangenheit.

Die Haare mitsamt Haarwurzel wurden den Tieren pri-
ferentiell aus der Mihne entnommen, per Hand oder mit-
hilfe einer Flachzange in kleinen Biischeln (ca. 30-50 Haa-
re pro Tier) und ohne Anwendung von Zwangsmassnahmen.
Die ausgezupften Haare wurden anschliessend auf einer
Haarkarte (Neogen GeneSeek Igenity, www.genomics.neo-
gen.com) fixiert und bei Raumtemperatur gelagert. Bei
Haflingern, bei denen auf eine Vollblutprobe aus der Tu-
mordatenbank der ISME Pferdeklinik Bern zuriickgegriffen
wurde, war diese initial aus der Jugularvene in ein Ethy-
len-Diamin-Tetra-Acetat (EDTA)-Blutrohrchen entnom-
men, in ein Cryotube (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland)
transferiert und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt worden.

Die in dieser Studie verwendeten Proben von an SCC er-
krankten Haflingern stellen entweder Reste von Proben dar,
die im Rahmen des Klinikaufenthaltes zu diagnostischen
Zwecken gewonnen worden waren, oder fallen unter die
vom Kanton Bern genehmigten Tierversuchsbewilligungen
BE110/15, BE41/19 und BE71/19. Die Haarwurzel-Proben-
entnahme bei den Kontrollpferden fillt fiir die Schweizer
Haflingerpopulation unter die Tierversuchsbewilligung
BE71/19 bzw. wurde fiir die von Tierirzten der Ludwig-Ma-
ximilians-Universitit Miinchen beprobten Tiere aus Tirol
von der dortigen Ethikkommission genehmigt.

Die Extraktion der genomischen DNA aus den Haarwur-
zeln wurde mit Hilfe des Maxwell Systems und des
Maxwell® RSC Blood DNA Kits AS1400 (Promega, Diiben-

dorf, Schweiz) halbautomatisch gemiss Herstellerangaben
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im Institut fiir Genetik der Universitit Bern durchgefiihrt.
Eine spezifische Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde
fiir die gezielte Genotypisierung der DDB2-Genvariante
c.1013C5T entwickelt. Die PCR wurde fiir 30 Zyklen mit
dem Amplitaq Gold Master Mix (Termofisher, Rotkreuz,
Schweiz) in einer 10L Reaktion durchgefiihrt, die 10 ng
genomische DNA und 5 pmol jedes Primers (F 5-CCA-
GATTCACTGCCTTCCTT-3 und R 5-AGAAGAGC-
CGGGGGATAAG-3") enthielt. Nach Behandlung mit
Exonuklease I und alkalischer Phosphatase wurden die
PCR-Produkte auf einem ABI 3730 DNA Analyzer (Ther-
mofisher, Rotkreuz, Schweiz) sequenziert. Die Sanger-Se-
quenzen wurden mit der Software Sequencher 5.1 (Gene-
Codes, Ann Arbor, MI, USA) analysiert.

Jedem untersuchten Tier wurde somit ein DDB2-Genotyp
zugeordnet: Homozygot fiir die Variante (Genotyp SCC-2),
heterozygot fiir die Variante (Genotyp SCC-1) oder nicht
Triger dieser Variante (Genotyp SCC-0). Im Folgenden
wurde tiberpriift, inwiefern der Genotyp mit dem Phinotyp
(Haflinger mit SCC vs. Haflinger ohne SCC) korreliert.
Zudem wurde die Frequenz des DDB2-Riskioallels in der
gesamthaft getesteten Kohorte bestimmt.

Mithilfe der gesammelten Daten wurden Mittelwert sowie
die Standartabweichung des Alters, die Allelfrequenzen
sowie das relative Risiko fiir den Genotyp SCC-2 als Risi-
kofaktor fiir okulire SCC berechnet.

Resultate

Insgesamt wurden 125 Haflinger, davon 20 in Kliniken
vorgestellte Pferde, 52 privat gehaltene Tiere und 53 vom
Fohlenhof Ebbs in Tirol, in die Studie eingeschlossen
(Abb.1). Ein Tier wurde aus der Studie ausgeschlossen, da
es eine knotige Lision am dritten Augenlid aufwies und
kein Besitzereinverstindnis fiir eine Biopsie vorlag, so dass
eine definitive SCC Diagnose nicht méglich war. Der Anteil
der in der Studie beriicksichtigten Schweizer Haflinger be-
trug 2,6 % der gesamten schweizerischen Haflingerpopula-
tion (2766 Haflinger, Stand Dezember 2021).44

Neun Haflinger (7,2 %) wurden mit einem histologisch be-
stitigten okuliren SCC und drei mit einem histologisch
bestitigten nicht-okuliren SCC diagnostiziert.

Die Tabelle mit Auflistung von Entnahmedatum, Alter,
Geschlecht, Ergebnissen der Augenuntersuchung, sonstigen
Erkrankungen, Phinotyp und Genotyp der DDB2-Varian-
te aller beprobten Haflinger befindet sich im Anhang dieser
Arbeit (Supplement 2).

Das mittlere Alter aller Pferde zum Zeitpunkt der Probe-
entnahme lag bei 10,9 +/- 6,7 Jahren (6 Monate — 31 Jahre)
(Mittelwert +/- Standartabweichung (Bereich)). Das mitt-
lere Alter der Kontrollpferde zum Zeitpunkt der Probeent-
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nahme war 10,4 +/- 6,6 Jahre (6 Monate — 31 Jahre). Das
mittlere Alter der Pferde mit okulirem SCC betrug zum
Zeitpunkt der Probeentnahme 18,1+/- 7,4 Jahre (6-30 Jah-
re). Der Zeitpunkt der Probenentnahme entspricht jedoch
nicht dem Zeitpunkt, als das SCC erstmals bemerkt oder
behandelt wurde. Diese Informationen liegen nicht fiir alle
Fille vor. Pferde mit nicht-okulirem SCC waren bei der
Erstvorstellung durchschnittlich 17 Jahre +/- 2,6 (15-20
Jahre) alt. Dies entspricht dem Auftreten der ersten bemerk-
ten Symptome.

Unter den 125 beprobten Tieren waren 33 Hengste, 28
Wallache und 64 Stuten.

Genotyp

Von den insgesamt 125 beprobten Haflingern waren 15/125
(11 %) homozygot (SSC-2) und 44/125 (36 %) heterozygot
(SCC-1) Triger der mit dem Risiko des Auftretens von oku-
liren SCC assoziierten Variante im DDB2-Gen (Abb.2), was
einer Allelfrequenz von 29,6 % in der gesamten beprobten
Population entspricht. Somit trigt nahezu jedes zweite Pferd
der betrachteten Stichprobe dieser Rasse mindestens eine

Kopie des okuliren SCC-Risikoallels.

Von den 113 nicht an SCC erkrankten Tieren wiesen 7/113
(6%) den homozygoten (SCC-2) und 42/113 (37 %) den
heterozygoten (SCC-1) Genotyp auf (A64.2). Bei diesen
Kontrolltieren lag die Allelfrequenz somit bei 24,8 %. Die

sieben homozygoten Pferde (SCC-2), die bisher keine An-
zeichen fiir ein okulires SCC aufwiesen, waren zum Zeit-

punke der Untersuchung 9,8 + 3,8 (4-15) Jahre alt.

Die DDB2-Allelfrequenz bei den 9 okuliren SCC Fillen
lag bei 77,8 %. Bei den drei nicht-okuliren SCC war jeder
mégliche Genotyp je einmal vertreten.

Diskussion

Der Haflinger ist insbesondere in Norditalien, Osterreich
und Siiddeutschland ein beliebtes Freizeit- und Sportpferd.
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Allelfrequenz
der unerwiinschten DDB2-Genvariante in der untersuchten
schweizerischen und 8sterreichischen Haflingerpopulation
hoch ist und, wie zuvor beschrieben, homozygote Triger
offensichtlich ein deutlich erhohtes Risiko aufweisen, an
einem okuliren SCC zu erkranken. Inwiefern der
DDB2-Genotyp bei nicht-okuliren SCC beim Haflinger
eine Rolle spielt, kann in dieser Studie aufgrund der sehr
geringen Anzahl von Fillen nicht geklirt werden.

Dea fiir diese Studie gezielt SCC-erkrankte Haflinger gesucht
wurden und diese sich iiberwiegend als reinerbig fiir das
DDB2-Risikoallel gezeigt haben, liegt die Allelfrequenz in der
gesamten Studienpopulation mit 29,6 % wohl tiber der tatsich-
lichen Verbreitung in der Gesamtpopulation. Somit liegt die
in der Kontrollkohorte ermittelte Allelfrequenz von 24,8 %
vermutlich niher an der tatsichlichen Allelfrequenz, zumal sie

Beprobte Haflinger
n=125

Klinik Haflingergestiit in Osterreich Haflinger aus privater Haltung in der Schweiz
n=20 n=>53 n=>52
AN
ISME Bern [Pferdeklinik der Universitét Ziirich| |private Pferdekliniken in der Schweiz
n=13 n=6 n=1
nicht betroffen nicht betroffen nicht betroffen nicht betroffen
n=>5 n=4 n=>53 n=>51
nicht betroffen
n=113

Abbildung 1: Ubersicht zur Verteilung der untersuchen Haflingerpferde in der Schweiz und Osterreich nach Herkunft und Plattenepithelkarzinom (SCC) Status.
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mit der bisher geschitzten Allelfrequenz von 25 % bei Haflin-
gern aus Nordamerika und Osterreich nahezu identisch ist.!
Beachtenswert ist die hohe Verbreitung von heterozygoten
Haflingern in der Gesamtpopulation (44/125, 36 %). Ob-
wohl bei Anlagetrigern bisher kein Zusammenhang mit
einem erhohten Risiko, an einem okulidren SCC zu erkran-
ken, festgestellt wurde, geben diese Tiere jedoch mit einer
Wahrscheinlichkeit von 50 % das unerwiinschte DDB2-Al-
lel an ihre Nachkommen weiter. Bei Verpaarungen von zwei
Pferden mit SCC-1 Genotyp betrigt das Risiko fiir homo-
zygote Nachkommen 25 %. Basierend auf der in der Kont-
rollkohorte ermittelten Allelfrequenz von 24,8 % ist bei
zufilliger Verpaarung von zwei Haflingern unbekannten
Genotyps das Risiko fiir das Auftreten eines homozygoten
Nachkommens 6,25 %.

In dieser Studie wiesen 6/9 (66,6 %) der okuliren SCC-Fil-
le den SCC-2 Genotyp auf. Bei anderen Studien zu okuli-
ren SCC, welche 43 resp. 74 erkrankte Haflinger einschlos-
sen, waren es 77 % und 88%.1:34 In dieser Studie ist das
Risiko, an einem okuliren SCC zu erkranken, somit 14,8x
héher bei homozygoten Tieren im Vergleich zu Haflingern,
die die Genvariante nicht oder nur heterozygot tragen. Bis-
her wurde fiir SCC am dritten Augenlid ein 16,3x héheres
Risiko fiir Homozygote beschrieben.34

Diese Studie bestitigt daher die zuvor berichtete hohe, aber
nicht perfekte Assoziation zwischen dem homozyogten Ge-
notyp fiir die Misssense-Mutation im DDB2-Gen und dem
Auftreten eines okuliren SCC beim Haflinger. Die wenigen
Fille, bei denen die DDB2-Variante nicht vorkommt, zei-
gen, dass diese zwar einen signifikanten Risikofaktor, aber
nicht die alleinige Ursache fiir okulire SCC darstellt. Bisher

konnte jedoch keine weitere pridisponierende Genvariante
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fiir das erhohte Vorkommen von okuliren SCC-Erkran-
kungen beim Haflinger identifiziert werden.!:3 Genetische
Heterogenitit auf Grund bislang unbekannter weiterer ge-
netischer Faktoren und dusserer Einfliisse wie z.B. UV-Ex-
position kénnen als Ursache fiir diese weiteren nicht
DDB2-assoziierten okuliren SCC-Fille in Frage kom-
men.?*35 Die Tiere, welche die Mutation tragen und bisher
keine Anzeichen fiir ein okulires SCC aufweisen, waren
zum Zeitpunkt der Probenentnahme durchschnittlich
knapp 10 Jahre alt . Es kann daher nicht ausgeschlossen
werden, dass diese Pferde im Laufe ihres Lebens noch ein
okulires SCC entwickeln kénnten. Neben zur Zeit nicht
bekannten genetischen Faktoren kénnten hierbei auch ex-
terne Faktoren, wie reduzierte UV-Licht-Exposition der
Augen durch das Tragen einer Schutzmaske oder vermehr-
ter Aufenthalt im Stall, v.a. tagsiiber, einen Einfluss haben.
Das Alter der okuliren SCC-Fille zum Zeitpunke der Vor-
stellung in der Klinik (14,9 Jahre) liegt deutlich iiber dem
bisher beschriebenen Alter von 8,7 Jahren (2-16) fiir lim-
bale SCC bei Haflingern.20 Jedoch muss dabei beriicksich-
tigt werden, dass in dieser Studie nur das Alter zum Zeit-
punke der ersten Vorstellung in einer Klinik beschrieben
wird und bei vielen Haflingern das SCC schon deutlich
frither bemerkt wurde und auch teilweise schon behandelt
worden war. Dies konnte die deutliche Abweichung vom
zuvor beschriebenen mittleren Erkrankungsalter erkliren.
Bei anderen Pferderassen ist das mittlere Alter zum Zeit-
punkt der Diagnose von okuliren SCC héher als bei den
Haflingern (12,9, 11,8 und 11 Jahre).1416:20

Wallache zeigten in dieser Studie ein ca. 2x hoheres Risiko
an einem okuliren SCC zu erkranken als Stuten. Dies geht
einher mit den bisherigen Beobachtungen, dass Wallache
am hiufigsten von okuliren SCC betroffen sind.%726:35 Ne-

Gesamtpopulation (n = 125)

37%

DDB2-Genotyp

Kontrollkohorte (n = 113)

okuldre SCC Fille (n=9)

Abbildung 2: DDB2-Genotypverteilung bei Haflingerpferden aus der Schweiz und Osterreich.
Rot = SCC-2 (homozygote Trager) | Gelb = SCC-1 (heterozygote Tréger) | Griin = SCC-0 (nicht Trager)
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ben der bisher noch nicht bestitigten Hypothese eines mog-
lichen Zusammenhangs mit tieferen Werten von zirkulie-
renden Androgenen oder Ostrogenen bei Wallachen47.26.35
kénnte hier auch eine Rolle spielen, dass Haflinger, die
Anzeichen fiir ein SCC hatten, méglicherweise von der
Zucht ausgeschlossen und darum kastriert wurden.

Eine Einschrinkung dieser Studie ist, dass 21 von 125
Haflingern in Kliniken vorgestellt wurden und somit nicht
einen Querschnitt der Gesamtpopulation darstellen. Wie
oben erwihnt, wurden zusitzliche SCC-Fille auch retros-
pektiv iiber die Tumordatenbank des ISME rekrutiert mit
dem Ziel, eine grossere Fallkohorte zu bilden. Allerdings
bleibt die Zahl der betroffenen Haflinger mit neun oku-
liren und nur drei nicht-okuliren SCC-Fillen klein, was
die statistische Aussagekraft der Daten beschrinkt. Der
osterreichische Teil der beprobten Population besteht nur
aus klinisch unauffilligen Zuchttieren (22 Stuten, ein
Wallach und 30 Hengste, Alter: 7,83 Jahre +/- 5,55 (6
Monate — 28 Jahre), was eine gewisse Einschrinkung im
Hinblick auf die Geschlechterverteilung darstellen kénn-
te und auch eine mégliche Erklirung fiir die Abwesenheit
von SCC-erkrankten Tieren in dieser Stichprobe sein

kénnte.

Eine weitere Einschrinkung dieser Studie ist, dass die Tie-
re zwar alle einer makroskopischen Augenuntersuchung
unterzogen wurden, SCC jedoch im frithen Stadium nicht
unbedingt grobsinnlich erkannt werden kénnen und die
Tiere auch noch nach der Untersuchung ein SCC entwickeln
kénnen. Zusitzlich wurde keine Einschrinkung des Alters
fiir den Einschluss in die Studie gemacht, was die Ergeb-
nisse hinsichtlich der Anzahl erkrankter Tiere sehr wahr-
scheinlich beeinflusst, da jiingere Pferde seltener von SCC
betroffen sind. Eine Maglichkeit, dies zu beachten wire,
nicht betroffene Pferde nur zu inkludieren, wenn sie eine
Standardabweichung (3,5 Jahre) iiber dem Durchschnittsal-
ter (8,7 Jahre) sind (12,2 Jahre), in welchem Haflinger ty-
pischerweise an SCC erkranken.?0 In dieser Studie war das
jlingste eingeschlossene Pferd 6 Monate alt. Um die Stich-
probenpopulation nicht weiter einzuschrinken, wurde je-
doch auf eine Alterseinschrinkung verzichtet.

Es istanzuraten, zukiinftig bei allen in der Zucht eingesetzten
Haflingern den individuellen DDB2-Genotyp zu bestimmen.
Fiir alle rezessiv vererbten genetischen Besonderheiten gilt,
dass ein Tier nur ein erhohtes Erkrankungsrisiko aufweist,
wenn es die unerwiinschte Anlage sowohl vom Vater wie auch
von der Mutter erhalten hat. Es ist daher ausreichend, soge-
nannte Risikopaarungen zu vermeiden. Darunter versteht
man Anpaarungen, bei denen sowoh! der Hengst als auch das
belegte Tier Triger, also SCC-1, sind. Durch die gewonnenen
Kenntnisse ist es nun auf einfache Art und Weise moglich,
die DDB2-Allelfrequenz in der Rasse zu monitoren bzw. zu
reduzieren. Es ist daher einerseits zu empfehlen, SCC-1 x

SCC-1 Anpaarungen zu vermeiden und andererseits den Ein-

satz von heterozygoten Hengsten mit potentiell vielen Nach-
kommen im Blick zu behalten. Diese sollten méglichst nur
dann fiir den Zuchteinsatz selektiert werden, wenn sie ziich-
terisch wertvoller erscheinen als alternative SCC-0 Tiere.

Schlussfolgerung

Die Studienergebnisse bestitigen einerseits die zuvor pub-
lizierte Assoziation des DDB2-Genotyps mit dem Auftreten
von SCC bei Haflingern. Allerdings sind nicht alle erkrank-
ten Tiere Triger der Variante, was mit der bekannten mul-
tifakroriellen Atiologie zu erkliren ist. Entsprechend zeigen,
wie zuvor beschrieben, nicht alle homozygoten Tiere SCC.
Die hohe Frequenz fiir das unerwiinschte Allel in alpenlin-
dischen Haflingerpopulationen ist besorgniserregend. Da-
her empfehlen wir eine ziichterische Beriicksichtigung des
individuellen DDB2-Genotyps aller Zuchttiere zur Vermei-
dung reinerbiger Nachzucht mit erthéhtem SCC-Risiko
durch den Ausschluss von Risikoanpaarungen. Haflinger
mit homozygotem DDB2-Genotyp sollten niche fiir die
Zucht eingesetzt werden und es sollte ein besonderes Au-
genmerk auf UV-Schutz, z. B. mittels entsprechender Mas-
ken, und regelmissige tierirztliche Augenkontrollen zur
SCC-Friiherkennung gelegt werden. Die empfohlene um-
fassende DDB2-Genotypisierungsstrategic wiirde helfen,
Gesundheit und Tierwohl in der Haflinger Rasse nachhal-
tig zu steigern.
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Incidence du carcinome épidermoide
associé a DDB2 chez les Haflingers :
minimisation du risque par le
génotypage

Les carcinomes épidermoides (CE) sont parmi les néoplasmes
oculaires les plus fréquents chez les chevaux. Des études
récentes ont montré que les chevaux Haflinger présentant
un génotype homozygote pour un variant faux-sens dans le
géne DDB2 (damage specific DNA binding protein 2) avaient
un risque significativement plus élevé de développer un CE

oculaire.

Les objectifs de cette étude étaient de déterminer la fré-
quence de l'allele A risque associé au CE dans le géne DDB2
dans les populations suisses et autrichiennes de Haflinger
et de valider la corrélation phénotypique décrite précédem-
ment. Pour ce faire, des Haflingers présentés dans différentes
cliniques équines en Suisse (n = 21, dont 11 cas de CE), des
Haflingers privés (n = 52, dont 1 cas de CE) et des Haflin-
gers d’un haras du Tyrol autrichien (n = 53) ont été recrutés.
Le génotype DDB2 individuel des animaux a été déterminé
a laide d’un test de réaction en chaine par polymérase
(PCR) utilisant des échantillons de follicules pileux ou de
sang total.

Sur les 12 chevaux souffrant de CE, neuf avaient un CE
oculaire et trois un CE non oculaire. Six des neuf Haflingers
atteints de CE oculaire et un des trois Haflingers atteints
de CE non oculaire étaient homozygotes pour la variante
DDB?2. Sur les 113 animaux cliniquement normaux, 7/113
étaient homozygotes (6 %) et 42/113 étaient hétérozygotes
(37 %), ce qui correspond a une fréquence d’allele de 24,8 %
dans la cohorte de controéle.

Le risque de CE oculaire chez les Haflingers augmente de
manicre significative avec le génotype DDB2 homozygote.
Cependant, tous les animaux atteints de CE ne sont pas
porteurs de cette variante génétique et tous les animaux
homozygotes DDB2 ne développent pas de CE, ce qui peut
sexpliquer par la genése multifactorielle de la maladie. En
raison de la fréquence élevée de I'allele indésirable, nous
recommandons de tenir compte du génotype DDB2 indi-
viduel des animaux reproducteurs afin d’éviter une progé-
niture homozygote présentant un risque fortement accru de
CE en excluant les accouplements a haut risque.

Mots clés: Tests génétiques, oncologie, cheval,
hygiene d’élevage
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Occorrenza associata a DDB2 di

carcinomi a cellule squamose nei
cavalli Haflinger: minimizzazione
del rischio via la genotipizzazione

Gli SCC (carcinomi a cellule squamose) sono tra le neopla-
sie oculari pitt comuni nei cavalli. Recenti studi hanno di-
mostrato che i cavalli Haflinger con un genotipo omozigo-
te per una variante missenso nel gene DDB2 (damage
specific DNA binding protein 2) presentano un significativo
aumento del rischio di sviluppare SCC oculari. Gli obietti-
vi di questo studio erano di determinare la frequenza de-
Il’allele di rischio associato agli SCC nel gene DDB2 nelle
popolazioni di cavalli Haflinger svizzere e austriache e con-
validare la correlazione fenotipica precedentemente descrit-
ta. A tale scopo, sono stati inclusi nello studio cavalli Haflin-
ger presentati in varie cliniche veterinarie in Svizzera (n =
21, di cui 11 casi di SCC), cavalli Haflinger tenuti privata-
mente (n = 52, di cui 1 caso di SCC) e cavalli Haflinger
provenienti da un allevamento in Tirolo, Austria (n = 53).
Il genotipo individuale del gene DDB2 degli animali ¢ sta-
to determinato mediante un test PCR utilizzando campio-
ni di radici dei peli o sangue intero.

Dei 12 cavalli affetti da SCC, nove avevano SCC oculari e
tre avevano SCC non oculari. Sei dei nove Haflinger con
SCC oculari e uno dei tre Haflinger con SCC non oculari
erano omozigoti per la variante DDB2. Dei 113 animali
clinicamente normali, 7/113 erano omozigoti (6 %) e 42/113
erano eterozigoti (37 %), corrispondenti a una frequenza
dell’allele del 24,8 % nella coorte di controllo.

Il rischio di sviluppare SCC oculari nei cavalli Haflinger ¢
significativamente aumentato con il genotipo omozigote per
il gene DDB2. Tuttavia, non tutti gli animali affetti da SCC
portano questa variante genetica e non tutti gli animali
DDB2 omozigoti sviluppano un SCC, il che pud essere spie-
gato dalla natura multifattoriale della malattia. A causa
dell’alta frequenza dell’allele indesiderato, raccomandiamo
di tenere conto del genotipo individuale del gene DDB2
negli animali da riproduzione al fine di evitare una discen-
denza omozigote con un elevato rischio di SCC, quindi
escludendo gli accoppiamenti ad alto rischio.

Parole chiave: Test genetici, oncologia, cavallo, igiene
dell’allevamento
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