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Primare immunhamolytische Anamie und immunbedingte

Thrombozytopenie beim Hund: Studien zu Inzidenz, Gendefekt

und Vererbung

M.M. Liang, I. Pfeiffer, B. Kohn

Einleitung

Immunhamolytische Andmie und immun-
bedingte Thrombozytopenie

Bei der primdren immunhdmolytischen
Andmie (pIHA) und der immunbedingten
Thrombozytopenie (pITP) handelt es sich
um hdufig diagnostizierte Bluterkrankungen
beim Hund. Sie werden ursdchlich auf eine
Storung des Immunsystems zuriickgefiihrt.
Die durch Autoimmunreaktionen ausgelds-
ten Erkrankungen beruhen auf Erkennungs-
fehlern der Immunabwebhr, so dass irrtiimlich
korpereigene Zellen als ,fremd” erkannt wer-
den. Sind hierbei die roten Blutkdrperchen
(Erythrozyten) betroffen, so handelt es sich
um eine immunhd@molytische Andmie, erfolgt
ein Angriff des Immunsystems auf Blutplatt-
chen (Thrombozyten), so spricht man von
einer immunbedingten Thrombozytopenie.
Beide Erkrankungen kdonnen auch paral-
lel beim selben Tier auftreten, man spricht
dann vom Evans’ Syndrom. Wahrend bei der
sekunddren IHA und ITP als mogliche Aus-
loser Infektionen, Impfungen, Neoplasien,
Medikamente o0.d. vermutet werden (Lewis
et al. 1995; Duval et al. 1996; Kohn et al.

2000), ist bei der primdren IHA / ITP bis da-
to nicht bekannt, durch welche Faktoren der
pathologische Mechanismus ausgeldst wird.
Vermutet wird, wie bei anderen Autoimmu-
nerkrankungen auch, ein Zusammenspiel von
sowohl genetischer Pradisposition und Um-
weltfaktoren (Shepshelovich et al. 2006).
Untersuchungen in der Humanmedizin haben
gezeigt, dass ein ursdchlicher Zusammen-
hang zwischen der Pradisposition fiir IHA /
ITP und Mutationen im Major Histocompati-
bility Complex (MHC) besteht (Karpatkin et
al. 1979; Gratama et al. 1984). Der MHC, der
in Klasse I- und Klasse II-Molekiile unterteilt
wird, spielt eine malRgebliche Rolle bei der
Antigenprdsentation und bei der Erkennung
von Antigenen durch T-Lymphozyten. Um
korpereigene Zellen vor einem Angriff durch
T-Zellen zu schiitzen, besteht eine immuno-
logische Selbsttoleranz (Wing et al. 2006).
Infolge von Mutationen im MHC kann der
Mechanismus der Selbsttoleranz auRer Kraft
gesetzt werden, was zu Angriffen von T-Lym-
phozyten gegen korpereigene Zellen fiihren

kann. (Sinha et al. 1990).
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Die genetische Variabilitat

Sowohl MHC Klasse I- als auch MHC Klasse
I1-Gene besitzen eine umfangreiche gene-
tische Variabilitdt (,genetischer Polymor-
phismus”). Sie entsteht aus Basenvariatio-
nen in bestimmten codierenden Bereichen
der Gene. Als Folge eines Polymorphismus
kann beim Genprodukt (Protein) ein Amino-
saurenaustausch auftreten. Einerseits sind
Polymorphismen notwendig fiir den Erhalt
der genetischen Variabilitdt und der geneti-
schen Individualitat, andererseits kann aber
auch eine Genvariation und ein daraus re-
sultierender Aminosdurenaustausch schwer-
wiegende Konsequenzen haben, wie z.B. die
Bildung eines funktionsgestorten Proteins.
Die unterschiedlichen Ausprdagungen eines
Gens werden ,Allele” genannt.

Infolge vermehrter Linienzucht kann es bei
manchen Hunderassen zu einer deutlichen
Reduzierung der genetischen Variabilitat
und somit auch zu einer Einschrdankung der
immunologischen Individualitdat kommen.
Als Folge dessen sind Storungen des Immun-
systems moglich.

Vermehrtes Vorkommen der IHA und ITP
bei bestimmten Rassen

Fiir bestimmte Hunderassen ist eine geneti-
sche Prddisposition sowohl fiir die primare
IHA (Engelbrecht et al. 2002) als auch fiir
die primdre ITP bekannt (Kohn et al. 2000).
Hierzu gehort insbesondere der Cocker
Spaniel, was durch zahlreiche Studien aus
Deutschland, GroRbritannien und den USA
belegt wurde (Klag et al. 1993; Day 1996;
Carr et al. 2002; Miller et al. 2004; Weinkle et
al. 2005). Daneben wurde iiber ein gehduftes
bzw. familidres Vorkommen von ITP bzw. IHA
bei Irish Settern (Kohn, unvertffentlicht),

Pudeln und Bobtails (Williams et al. 1984;
Jans et al. 1990) sowie verschiedenen wei-
teren Rassen berichtet.

Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist es, zu untersuchen, ob
genetische Unterschiede im Bereich des MHC
zwischen gesunden und an pIHA bzw. pITP
erkrankten Hunden bestehen. Es soll geklart
werden, ob die bei erkrankten Hunden auf-
tretenden Mutationen im Bereich des MHC im
ursachlichen Zusammenhang mit der Krank-
heit stehen konnten. Sollte dies der Fall sein,
wadre ein weiteres Ziel, einen genetischen Test
zur Priifung von Trdgertieren zu entwickeln,
um die Krankheit mit Hilfe von ziichterischen
MaRnahmen zu eliminieren. Dieser Test konn-
te sowohl fiir praventive als auch fiir ziichte-
rische Zwecke durchgefiihrt werden.

Material und Methoden

Proben

Zwischen 1998 und 2006 wurden an der Klinik
fiir kleine Haustiere der FU Berlin Blutpro-
ben von erkrankten und gesunden Tieren aus
einer Cocker Spaniel-Familie und einer Irish
Red Setter-Familie gesammelt. Die Diagno-
se IHA wurde mittels des Nachweises einer
persistierenden Erythrozyten-Agglutination,
zahlreichen Sphdrozyten im Blutausstrich
und durch einen positiven direkten Coombs-
Tests gestellt. Eine ITP wurde beim Vorliegen
einer Thrombozytopenie und des positiven
Nachweises von Thrombozyten-gebundenen
Antikorpern (Arbeitsgruppe Immunologie)
diagnostiziert. Bestmoglich wurden potenti-
elle Ausloser einer sekunddren IHA bzw. ITP
durch Rontgen- und Ultraschalluntersuchun-



gen sowie Testung auf verschiedene Infekti-
onskrankheiten ausgeschlossen. Neben Blut-
proben von ausgewdhlten Cocker Spanieln
und Irish Red Settern wurden auch Proben
von gesunden und erkrankten Hunden ande-
rer Rassen in die Studie einbezogen, um ras-
sespezifische MHC-Merkmale auszuschlieRen.

Molekularbiologische Untersuchungen

Es wurde eine diagnostische Sequenzierung
der codierenden Bereiche des caninen MHC
durchgefiihrt. Dazu erfolgte eine Extraktion
der DNA und die Vervielfdltigung der fiir die
Studie interessanten Bereiche des MHC mit
Hilfe einer Polymerasekettenreaktion. Diese
Abschnitte wurden dann nach verschiedenen
Arbeitsschritten der Aufbereitung, Auftren-
nung, Duplikation und Reinigung {iber einen
automatischen Sequenzierers analysiert.
Die genetische Struktur des MHC wurde so-
mit visualisiert und in elektronische Daten
umgewandelt, die Informationen iiber die
Basensequenz der einzelnen MHC-Bereiche
der untersuchten Hunde wiedergeben. Eine
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der
Software BIOEDIT (Carlsbad, CA, USA), die
Sequenzen wurden auf Mutationen unter-
sucht und gesunde Tiere mit kranken vergli-
chen. Die Benennung der Loci sind in Tab.
1 aufgefiihrt. Die statistische Signifikanz
wurde mit einem zweiseitigen Fischer-Test,
die DLA-Allelfrequenzen iiber das Programm
GENETIX (Université Montpellier, F) berech-
net und graphisch dargestellt.
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Ergebnisse

Probanden

Es wurden anhand von Ahnentafeln und
Ziichtergesprachen ein Stammbaum einer
English Cocker Spaniel-Familie mit 155 Fa-
milienmitgliedern und ein weiterer Stamm-
baum einer Irish Red Setter-Familie mit
117 Familienmitgliedern erstellt. In beiden
Familien waren auffdllig viele Hunde an der
IHA und/oder der ITP erkrankt. Die Familien
wurden in Unterbereiche aufgeteilt, um eine
mogliche Vererbung detaillierter darstellen
zu konnen.

Der autosomal-rezessive Vererbungsmo-
dus ldsst sich hochstwahrscheinlich in den
meisten Féllen auf die Familien anwenden
(Abb. 1). Eine Teilfamilie wies jedoch keinen
autosomal-rezessiven Erbgang der Erkran-
kung auf. Ein Beweis fiir die Theorie einer
mendelschen Vererbung steht aus, solange
der Nachweis lediglich auf phanotypischen
Merkmalen basiert. Genotypische Merkmals-
trager konnen erst dann ausgemacht werden,
wenn nachgewiesen worden ist, auf welche
moglichen Defektgene die pIHA und die pITP
zuriickzufiihren sind.

MCH-Kandidatenscreen

MHC I- und MHC II-Kandidatengene wurden
in vorliegender Studie sequenziert, miteinan-
der verglichen und hinsichtlich genetischer
Mutationen iberpriift (Tab. 1 und Tab. 2).
In folgenden Tabellen sind alle erfolgreich
untersuchten Loci mit zugehdrigen Polymor-
phismen aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Untersuchte Loci des MHC I mit Anzahl der gefunden Polymorphismen

Kandida-tengen PCR- Produkte GroRe  Status Polymorphismus  Untersuchte Exone

(bp)
DLA 12 DLA 12A 562 6 Polymorphismen Teil I des 1. Exons
DLA12D 815 Ergebnisse unzureichend Teil II des 1. Exons
fiir eine Auswertung
DLA 12E 1034 17 Polymorphismen Exon 1 und 2
DLA12F 860 5 Polymorphismen Exon 2
DLA12I 837 2 Polymorphismen Exon 5

DLA 12K 555 4 Polymorphismen Exon 7
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DLA 64 DLA64A 1021 1 Insertion Teile von Exon 4
DLA64 B 860 3 Polymorphismen Exon 4,5 6
DLA64D 616 11 Polymorphismen + Exon 7 und 8
1 Deletion
DLA64 E 855 Ergebnisse unzureichend fiir
Auswertung
DLA64 F 584 2 Polymorphismen + Teile von Exon 2
1 Deletion und 3
DLA64 G 568 Ergebnisse unzureichend fiir
Auswertung
DLA 79 DLA 79A 725 Ergebnisse unzureichend fiir Enthdlt kein Exon
Auswertung
DLA 79B 930 8 Polymorphismen + Exon 1 und 2
1 Deletion
DLA 79D 764 Monomorph Teile von Exon 3
DLA 79F 300 1 Polymorphismus Exon 4
DLA 79G 752 Monomorph Exon 5
DLA 79H 933 Monomorph Exon 7 + 8
DLA 791 429 Monomorph Kein Exon
DLA 88 DLA8BA 705 Ergebnisse nicht auswertbar Exon 3,4,5
MHC II

Tabelle 2: Untersuchte Loci des MHC II mit Anzahl der gefundenen Polymorphismen

Kandidaten- PCR-Produkte GroRe  Status Untersuchte

gen (bp) Polymorphismus Exone

DLA-DRA DRA1A 551 1 Polymorphismus Exon 1
DRA1B 241 3 Polymorphismen Exon 2
DRA1C 756 2 Polymorphismen Exon 3

DRA1D 214 monomorph Exon 4
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DLA-DRB DRB1 545 1 Polymorphismus Exon 1
DRB1b 270 13 Polymorphismen Exon 2
DLA-DQA DQA1 581 2 Polymorphismen Exon 1
DQA1b 246 5 Polymorphismen Exon 2
1 Deletion
DLA-DQB DQB1 1018 5 Polymorphismen + Exon 1
1 Insertion
DQB1b 267 Ergebnisse unzureichend fiir Exon 2

Auswertung

Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurde fest-
gestellt, dass kein Genlocus in Zusammenhang
mit einer Erkrankung der Hunde steht. Die
0dds Ratio (OR), eine Bestimmung der Chance,
dass bestimmte Allele in positiver Korrelation
mit IHA oder ITP stehen, ergab, dass kein Allel
signifikant hdufiger bei kranken im Vergleich
zu gesunden Tieren auftrat.

Die DLA-Allelfrequenzen wurden iber das
Softwareprogramm ,,GENETIX” berechnet. Im
Gegensatz zur Berechnung der OR, die nur das
Risiko einer Erkrankung fiir ein einzelnes Allel
berechnet, wird bei GENETIX das Vorkommen
mehrerer Allele bei kranken und gesunden
Tieren ausgewertet. So kann z.B. ein mog-
licher Zusammenhang zwischen allen Allelen
eines MHC und dem Vorliegen einer IHA- oder
ITP-Erkrankung dargestellt werden.

Erfasste man alle Allele der untersuchten
MHC II-Loci in ihrer Gesamtheit, so konnten
bildlich alle kranken Cocker Spaniel in einem
Bereich angehduft dargestellt werden (Clus-
ter), wahrend gesunde Tiere diffus in der
ganzen Matrix verteilt waren.

Diskussion

Vererbung

Bei den meisten Familienmitgliedern beider
Pedigrees konnte hdchstwahrscheinlich ein
autosomal-rezessiver Erbgang der IHA / ITP
rekonstruiert werden. Es ist davon auszuge-
hen, dass in der Atiologie beider Erkrankun-
gen eine genetische Komponente beinhaltet
ist. Dass nicht alle Untergruppen des Pedig-
rees diesem Schema folgen, kdnnte einer-
seits dadurch erklart werden, dass ein Aus-
bruch der Krankheiten bei manchen Hunden



nicht erkannt wurde bzw. ein Hund an einer
anderen Erkrankung starb, bevor die Sympto-
me einer IHA oder ITP auftreten konnten. Da
nicht alle Hunde des vorliegenden Stamm-
baums auf das Vorliegen von erythrozyten-
oder thrombozyten-gebundenen Antikdrpern
untersucht wurden, besteht die Moglichkeit,
dass kranke Hunde tibersehen wurden. Des
Weiteren ist zu bedenken, dass die Atiologie
beider Erkrankungen sowohl durch geneti-
sche als auch durch Umweltfaktoren bedingt
sein kann (Shepshelovich et al. 2006). Da die
Welpen und auch die erwachsenen Hunde in
unterschiedlichen Lebensrdumen und unter
verschiedenen Bedingungen aufwachsen und
leben, wdre es moglich, dass auch bei einer
genetischen Pradisposition bei betroffenen
Hunden keine Erkrankung ausbricht, wenn
ein bestimmter Trigger aus der Umwelt nicht
existiert. Vorhandene Daten schlieRen daher
trotz einer Nichteinhaltung der Mendel'schen
Gesetze eine autosomal-rezessive Vererbung
nicht aus.

Zusammenhang zwischen MHC I- und MHC
II-Allelen und dem Auftreten der IHA und
der ITP

In dieser Studie konnten eine Vielzahl neu-
er Allele, besonders im Bereich des MHC I,
beschrieben werden. Allerdings wurde keine
einzelne Mutation gefunden, die im Vergleich
zu gesunden Hunden gehduft bei kranken
Tieren vorkommt. Viele Polymorphismen, die
in dieser Studie entdeckt wurden, waren nur
bei einigen Rassen, besonders bei einem an
IHA erkranktem Staffordshire Terrier, zu fin-
den. Deutliche Allelunterschiede fanden sich
bei vielen Loci zwischen den Cockern und
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den Settern. Daraus lasst sich eine Rassen-
zugehorigkeit von bestimmten Loci ableiten.
Doch um dieses zu beweisen, bedarf es einer
umfangreicheren Stichprobe mit nicht ver-
wandten Hunden.

Flir den MHC I existieren auRer fiir DLA-88
noch keine publizierten Allele. DLA-88 konn-
te in vorliegender Studie nicht beurteilt wer-
den, da die Ergebnisse trotz wiederholten
Primerdesigns und Temperaturanpassungen
unzureichend waren. Fiir die anderen Kan-
didatengene DLA-12, DLA-79 und DLA-64
wurden die Polymorphismen einzeln fiir alle
gesunden und kranken Tiere verglichen. Der
Abgleich der Basenfolgen bei allen Hunden
erbrachte keine Mutation, die besonders
haufig bei kranken Hunden auftrat.

In humanmedizinischen Studien wurde ein
Zusammenhang zwischen dem MHC Klasse
II-Gen DRw2 und der ITP gefunden (Karpat-
kin et al. 1979). Eine ursdchliche Verkniip-
fung eines einzelnen MHC II-Allels mit dem
Auftreten von IHA / ITP konnte in vorliegen-
der Studie jedoch nicht festgestellt werden.
Statistisch betrachtet konnte ein Cluster
von allen erkrankten Cocker Spanieln unter
Einbeziehung aller Allele der Loci DLA-DRA,
DLA-DQA und DLA-DQB gegeniiber gesunden
Probanden dargestellt werden. Um auszu-
schlieRen, dass es sich um einen Zufall oder
ein familienspezifisches Phdnomen handelt,
ist es zwingend notwendig, eine grolRere
Stichprobe mit kranken und nicht verwand-
ten Hunden verschiedener Rassen zu scree-
nen. Sollte sich der Verdacht bestdtigen,
muss eine genetische Prddisposition auf
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wenige Loci eingeschrankt werden. Nichts-
destotrotz scheint die Atiologie der IHA
und ITP multifaktoriell bedingt zu sein, da
die Ergebnisse zurzeit noch nicht eindeutig
sind. Daher wdre es hilfreich, weitere Gene
des Immunsystems, die in der Kaskade der
Immunabwehr beteiligt sind, zu priifen.
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