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Mast  cell  tumor  (MCT)  is  one  of  common  skin  tumors  in  dogs  and 

accounts for 7 to 21% of all canine cutaneous tumors (Welle et al., 2008) (Fig. 1).   

MCTs  also  arise  in  extracutaneous  sites  (visceral  MCT)  including  the 

conjunctiva,  salivary  gland,  nasopharynx,  larynx,  oral  cavity,  gastrointestinal 

tract,  urethra  and  spine.    The  clinical  behavior  of  canine MCTs  is  variable, 

ranging  from mild  to  severe  (Dobson and Scase, 2007).    Common prognostic 

factors of the disease include World Health Organization clinical stage (Owen, 

1989),  histological  grade  (Patnaik  et  al.,  1984),  the  relative  frequency  of 

argyrophilic  nucleolar  organizer  regions  (AgNORs),  the  percentage  of 

proliferation cell nuclear antigens  (PCNA) and Ki‐67  immunoreactivity  (Welle 

et  al.,  2008).    Based  on  the  presence  or  absence  of  these  prognostic  factors, 

treatment  for  canine  MCTs  is  selected  from  surgical  resection,  irradiation, 

chemotherapy or combination of these modalities (Welle et al., 2008). 

Although the etiology of canine MCTs is still unknown, several studies 

have indicated that approximately 15 to 40% of canine MCTs had contained KIT 

mutation (Letard et al., 2008; Welle et al., 2008).    The KIT gene encodes type III 

receptor protein  tyrosine kinase,  c‐Kit  receptor, which  is  the  receptor of  stem 

cell factor (SCF) (Roskoski, 2005b).    The c‐Kit receptor is also known as CD117 

or  SCFR.    The  protein  is  composed  of  extracellular  ligand  binding  domains 

(encoded by exons 1‐9 of KIT), a single transmembrane segment (exon 10), and 

an  intracellular domain  (Fig.  2).    The  intracellular domain  is  further divided 

into a  juxtamembrane domain (exons 11‐12) and a cytoplasmic tyrosine kinase 

domain  which  is  split  by  an  insert  into  ATP‐binding  (exon  13)  and 

phosphotransferase lobes (exon 17).    Binding of SCF to c‐Kit receptor leads to 
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receptor  dimerization  and  autophosphorylation  (Roskoski,  2005a).    This  in 

turn  initiates  the  intracellular  signaling  pathways  such  as  Shc/Ras/MAPK, 

JAK/STAT and PI3K cascades  (Gilfillan and Rivera, 2009).    The c‐Kit  receptor 

signaling is important in erythropoiesis, lymphopoiesis, mast cell development 

and function, megakaryopoiesis, gametogenesis, and melanogenesis (Roskoski, 

2005b). 

Recent advances in molecular biology have led to the recognition of the 

molecular pathology of many  tumors.   Molecular  targeted  therapy  is a novel 

and selective anticancer strategy that inhibits the proliferation of tumor cells by 

interfering with  tumor‐specific molecules  needed  for  tumorigenesis  and  cell 

growth  (Ciavarella  et  al.,  2010).    Since  conventional  anticancer  agents  target 

DNA  or  RNA  in  cells,  they  injure  not  only  tumor  cells  but  also  normal 

rapidly‐dividing cells, and result  in serious side effects  in cancer patients (Fig. 

3A).    In  contrast,  molecular  targeted  agents  cause  relatively  mild  adverse 

effects since they are designed to inhibit the tumor cell‐specific molecules (Fig. 

3B).    The  candidates  of  therapeutic  molecular  target  include  growth  factor 

receptors,  signal  transducers,  molecular  chaperones,  cell  cycle  regulators, 

transcriptional  factors  and  elsewhere  (Fig.  3C).    In  human medicine,  several 

favorable outcomes of molecular targeted therapies, such as imatinib targeting 

mutant fusion kinase BCR‐ABL for chronic myeloid leukemia (CML), rituximab, 

a  chimeric  IgG monoclonal  antibody  against CD20  for B‐cell  lymphoma,  and 

bortezomib which  inhibited  the  chymotrypsin‐like  activity  of  proteasome  for 

multiple myeloma (MM) have been reported (Ciavarella et al., 2010; Mateos and 

San Miguel, 2007).    Recently, the clinical effectiveness of several tyrosine kinase 
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inhibitors  (TKIs)  targeting c‐Kit  receptor, such as  imatinib mesylate, masitinib 

mesylate and toceranib phosphate for canine MCT cases, has also been studied 

(Hahn et al., 2008; Isotani et al., 2008; London et al., 2009). 

Several studies revealed that both KIT mRNA and c‐Kit receptor protein 

were expressed in canine normal and malignant mast cells (London et al., 1996; 

Reguera et al., 2000).    In addition, dissimilar  cytoplasmic and  cell membrane 

expression  of  c‐Kit  receptor  has  been  found  between  normal  and  neoplastic 

mast  cells  and  aberrant  cytoplasmic  c‐Kit  receptor  expression  due  to  KIT 

mutation  has  been  associated with poor prognosis  (Gil da Costa  et  al.,  2007; 

Preziosi  et  al.,  2004; Reguera  et  al.,  2000; Webster  et  al.,  2004; Webster  et  al., 

2006b;  Webster  et  al.,  2007;  Webster  et  al.,  2008).    Furthermore,  several 

mutations  in  KIT, which  have  been  identified  in  canine MCT  cases,  cause  a 

constitutive  autophosphorylation  and  activation  of  c‐Kit  receptor  without 

binding of  the  ligand  (Letard et al., 2008; London et al., 1999; Ma et al., 1999).   

Such  aberrant  autophosphorylated  c‐Kit  receptors  can  cause  the  unregulated 

downstream  signaling,  thereby promoting uncontrolled  cell proliferation  and 

survival (Roskoski, 2005b).    Several studies reported that the TKIs could inhibit 

c‐Kit receptor activation and proliferation of canine MCT cells  (Gleixner et al., 

2007; Liao et al., 2002).    A clinical study reported that canine MCT cases with 

KIT mutation  responded  to  treatment with  imatinib mesylate  (Isotani  et  al., 

2008).    Other studies indicated that canine MCT cases with KIT mutations were 

more  likely  to  respond  to  treatment  with  toceranib phosphate  or  masitinib 

mesylate than those without mutations (Hahn et al., 2008; London et al., 2009). 

Since the overall response rates of canine MCT cases treated with TKIs 
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were only 42 to 48% (Isotani et al., 2008; London et al., 2009), the tumors could 

show various  sensitivity  to TKIs.   Most of  the  initial  reports on  canine MCT 

were  derived  from  the  studies  using  C2  cells,  a  canine MCT  cell  lines with 

internal  tandem duplication  (ITD) of KIT.   Meanwhile, some dogs with MCT 

which had no KIT mutation  showed beneficial  response  to  imatinib mesylate 

treatment (Isotani et al., 2008).    If not only c‐Kit receptor but also other tyrosine 

kinases, which are inhibited by imatinib, can play a role in growth and survival 

of  canine  neoplastic  mast  cells,  the  tyrosine  kinases  may  become  novel 

therapeutic targets. 

The aim of this study was to clarify the molecular basis associated with 

molecular  targeted  therapy  in canine MCT cell  lines and  tumor cells obtained 

from dogs with MCT.    In chapter 1, genetic statuses of KIT and c‐Kit receptor 

phosphorylation  were  characterized  and  SCF/c‐Kit  receptor  interaction  was 

examined in various canine MCT cell lines.    In chapter 2, the biological effects 

of several TKIs and the implication of ABCB1 on these effects were investigated 

in the canine MCT cell lines with various KIT statuses.    In chapter 3, the mRNA 

expression  and  phosphorylation  statuses  of  several  kinases  in  several  canine 

MCT  cell  lines were assessed  to  identify  the  candidate of  therapeutic  targets.   

The  inhibitory effect of  specific  inhibitors was also examined  in  the cell  lines.   

In  chapter 4, genetic  statuses of KIT and  c‐Kit  receptor phosphorylation were 

characterized in canine MCT cases. 
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Chapter 1 

 

Aberrant autophosphorylation of c‐Kit  receptor  in canine mast cell 

tumor cell lines 
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Abstract 

 

The KIT mutation  could  cause  ligand‐independent  activation  of  c‐Kit 

receptor  in canine MCT.    In  this chapter,  four canine MCT cell  lines  (HRMC, 

VIMC1, CoMS1 and CMMC1) were subjected to analyses of KIT mutation, c‐Kit 

receptor phosphorylation, SCF expression, and  the effects of SCF  stimulation.   

The  SCF/c‐Kit  receptor  autocrine  mechanism  was  also  verified  in  HRMC.   

HRMC cells expressed wild type c‐Kit receptor.    Both VIMC1 and CoMS1 cells 

had  the  same  one  amino  acid  (AA)  substitution  of  c‐Kit  receptor.    CMMC1 

cells had the three variants of c‐Kit receptor, such as one AA deletion, one AA 

substitution as well as an  ITD, and a nonsense mutation.    The c‐Kit receptors 

were  phosphorylated  in  all  cell  lines.    Phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  in 

HRMC, VIMC1  and CoMS1 was  enhanced  by  SCF whereas  no  enhancement 

was  observed  in  CMMC1.    There  was  no  effect  of  SCF  stimulation  on 

proliferation of all  cell  lines.    SCF protein was detectable  in only HRMC.    A 

TKI, Dasatinib  (internal  inhibitor)  inhibited  c‐Kit  receptor phosphorylation  in 

HRMC whereas  anti‐canine  SCF  antibody  (external  inhibitor) did  not.    Thus 

there  could  be  an  internal  SCF/c‐Kit  receptor  autocrine  mechanism  within 

HRMC.    The  results  indicated  that  c‐Kit  receptor  phosphorylation  could  be 

caused  by  the  stimulation  with  autocrine  SCF  in  HRMC  while  it  could  be 

caused by functional mutations of KIT in VIMC1, CoMS1 and CMMC1.    Since 

the  four  canine MCT  cell  lines  had  various  aberrations  associated with  c‐Kit 

receptor  phosphorylation, KIT mutation  and  SCF  expression,  such molecular 
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biological  diversity  might  reflect  the  different  biological  behavior  in  canine 

MCT. 
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Introduction 

 

Recently,  several  studies  revealed  that  approximately  15  to  40%  of 

canine MCTs contain KIT mutation (Letard et al., 2008; Welle et al., 2008).    The 

KIT gene encodes type III receptor protein tyrosine kinase, c‐Kit receptor, which 

is the receptor of SCF (Roskoski, 2005b).    Several mutations in KIT, which have 

been identified in canine MCT cases, cause a constitutive autophosphorylation 

and  activation  of  c‐Kit  receptor without  binding  of  the  ligand  (Letard  et  al., 

2008; London et al., 1999; Ma et al., 1999).    The previous in vitro studies of TKIs 

targeting c‐Kit receptor demonstrated inhibition of proliferation of canine MCT 

cell lines and primary neoplastic mast cells, associated with cell‐cycle arrest and 

apotosis (Gleixner et al., 2007; Liao et al., 2002; Peter et al., 2010).    Some clinical 

studies reported that canine MCT cases with KIT mutations were more likely to 

respond  to  treatment with  TKIs  than  those without mutations  (Hahn  et  al., 

2008; Isotani et al., 2008; London et al., 2009). 

SCF  is known  as  c‐Kit  receptor  ligand  or mast  cell growth  factor  (de 

Paulis et al., 1999).    SCF  is expressed  in a wide range of  tissues  including  the 

brain,  endothelium,  gametes,  heart,  kidney,  lung,  melanocytes,  skin,  liver, 

thymus  and  stromal  cells  of  bone marrow  (Roskoski,  2005a).    SCF  exists  as 

membrane‐bound and  soluble  forms  that arise  from alternative RNA  splicing 

and  proteolytic  processing;  both  isoforms  contain  initially  an  extracellular 

domain, a transmembrane segment and intracellular components (Broudy, 1997; 

Roskoski,  2005a;  Shull  et  al.,  1992).    Some  studies  revealed  that  SCF  was 

produced and stored in normal and malignant human mast cells, and raised the 
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possibility that there was an autocrine or a paracrine growth and differentiation 

loop for mast cells (Akin et al., 2002; de Paulis et al., 1999; Welker et al., 1999).   

However,  there has been no  report  that  revealed  the evidence of an autocrine 

SCF/c‐Kit receptor loop in canine MCTs. 

The objective of this chapter was to investigate the mechanism of c‐Kit 

receptor activation in canine MCT.    To study the pathogenesis of canine MCT, 

genetic statuses of KIT and c‐Kit receptor phosphorylation were characterized, 

and  SCF/c‐Kit  receptor  interaction was  examined  in  several  canine MCT  cell 

lines. 
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Materials and Methods 

 

Canine mast cell tumor cell lines 

Four canine MCT cell  lines  (HRMC, VI‐MC, CoMS and CM‐MC) were 

used  in  the  present  chapter.    HRMC  and  CM‐MC  were  originated  from 

cutaneous MCT (Ohmori et al., 2008; Takahashi et al., 2001).    VI‐MC and CoMS 

were derived  from visceral MCT  (Ishiguro et al., 2001; Takahashi et al., 2001).   

Each cell  line was cloned by  limiting dilution method and  the cloned VI‐MC, 

CoMS and CM‐MC were renamed as VIMC1, CoMS1 and CMMC1, respectively.   

HRMC cells were cultured in serum‐free AIM‐V medium (Invitrogen, Carlsbad, 

CA).    VIMC1,  CoMS1  and  CMMC1  cells  were  cultured  in  Roswell  Park 

Memorial  Institute  (RPMI)‐1640 medium  (Invitrogen) with  10%  fetal  bovine 

serum (FBS), 100 unit/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin. 

 

Nucleotide sequence of KIT 

  Total RNA was  extracted  from HRMC, VIMC1, CoMS1  and CMMC1 

cells with  RNeasy mini  KIT  (QIAGEN,  Valencia,  CA).    Single‐strand  cDNA 

was  synthesized  from  total  RNA  by  SuperScript  III  Reverse  Transcriptase 

(Invitrogen).    Oligonucleotide  primers  to  amplify  the  open  reading  frame 

(ORF) of  canine KIT were described previously  (Ohmori  et  al.,  2008).    Using 

this primer pair, KIT cDNA was amplified with Platinum Taq DNA Polymerase 

High  Fidelity  (Invitrogen).    The  PCR  products  were  cloned  into  a  plasmid 
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vector using a pGEM‐T Easy Vector system (Promega, Madison, WI), followed 

by transformation of Escherichia coli competent cells.    The PCR products cloned 

into  a plasmid were  sequenced by BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

KIT  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA)  and  ABI  PRISM  3130xl  Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems).    The each PCR product obtained from at least 

2 PCR  reactions was  cloned and more  than 8  independent  clones of  the  each 

plasmid were sequenced. 

 

c‐Kit receptor phosphorylation 

  Whole  cell  lysates were  extracted  from HRMC,  VIMC1,  CoMS1  and 

CMMC1  cells  in  ice‐cold  lysis  buffer  [50  mM  Tris–HCl  buffer  (pH  8.0) 

containing 150 mM NaCl, 1% NP‐40, 0.5% DOC, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 2 mM 

Na3VO4,  10 mM NaF  and  Protease  Inhibitor Cocktail  (Complete Mini; Roche 

Diagnostics, Manheim,  Germany)].    Protein  concentrations were  determined 

with a Lowry protein assay kit (Bio‐Rad, Hercules, CA).    The equal amounts of 

protein were separated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS‐PAGE) 

and  transferred  to  a  PVDF  membrane  (GE  Healthcare,  Buckinghamshire, 

England).    Membranes  were  blocked  in  2%  bovine  serum 

albumin/tris‐buffered  saline with Tween20,  and  then  incubated with primary 

antibodies  against  c‐Kit  receptor  (1:1,000,  DAKO,  Carpinteria,  CA), 

phosphorylated  c‐Kit  receptor  (p‐Kit)  at  tyrosine  719  (1:1,000,  Cell  Signaling 

Technology,  Danvers, MA),  and  β‐actin  (1:1,000,  Cell  Signaling  Technology).   

After incubation with horseradish peroxidase (HRP)‐conjugated anti‐rabbit IgG 
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(1:5,000, GE Healthcare), positive immunoreactivity was detected with ECL Plus 

Western  Blotting  Detection  Reagents  (GE  Healthcare)  and  visualized  with 

ChemDoc XRS‐J (Bio‐Rad). 

 

Effect of SCF stimulation 

  For  SCF  stimulation  test, HRMC,  VIMC1,  CoMS1  and  CMMC1  cells 

were  cultured  in  serum‐free  AIM‐V  medium  for  2  hours  at  37  °C  before 

incubation with SCF.    Each 106 cells /ml were treated with phosphate buffered 

saline (PBS) or various concentrations of recombinant canine SCF (rcSCF) (R&D 

systems, Mineapolis, MN)  for 15 minutes at 37 °C,  then collected and  lysed  in 

lysis  buffer,  and  the  protein  concentrations  were  measured.    Following 

SDS‐PAGE  of  equal  amounts  of  protein,  c‐Kit  receptor  and  phosphorylated 

c‐Kit receptor were evaluated by Western blotting analysis as described above. 

  To determine the effect on cell viability of canine MCT cell lines by SCF 

stimulation, each 105 cells /ml were cultured in serum‐free AIM‐V medium in a 

96‐well plate with PBS  or  rcSCF  at  various  concentrations  for  indicated  time 

periods.    The cell viability  in  the wells was measured by using Cell Counting 

Kit‐8 (Dojindo, Kumamoto, Japan) with WST‐8 as a substrate.    Absorbance was 

measured at 450 nm using Model 680 Microplate Reader (Bio‐Rad). 

 

Detection and sequence of SCF mRNA 

  The primers to amplify an ORF of SCF were described previously (Shin 

et  al.,  2001).    Using  the  primers,  SCF  cDNA was  amplified  by RT‐PCR with 
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KOD FX  (TOYOBO, Osaka,  Japan)  from  single‐strand  cDNAs of  canine MCT 

cell  lines.    The  PCR products  of  SCF  cDNA were  subcloned  into  pCR  Blunt 

Vector  (Invitrogen)  and  sequenced  as  described  above.    More  than  8 

independent clones of the each plasmid were sequenced. 

 

Detection of SCF protein 

The equal amounts of protein on HRMC, VIMC1, CoMS1 and CMMC1 

cells were separated by SDS‐PAGE, and transferred to a PVDF membrane.    The 

blotted membrane was blocked  in 5%  skimmed milk/tris‐buffered  saline with 

Tween20,  and  then  probed  with  anti‐canine  SCF  antibodies  (1:1,000,  R&D 

systems).    After incubation with HRP‐conjugated anti‐goat IgG (1:5,000, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), immunoreactivity was detected with ECL 

Plus Western Blotting Detection Reagents and visualized with ChemDoc XRS‐J. 

To detect SCF protein  in  the  supernatant of  cultured HRMC  cells,  the 

protein  in  the  HRMC  supernatant  was  concentrated  by  a  centrifugal 

ultrafiltration method using Vivaspin centrifugal concentrator (GE Healthcare).   

The  same  liquid  volume  of  concentrated  HRMC  supernatant  and  various 

concentration of rcSCF were subjected to SDS‐PAGE and transferred to a PVDF 

membrane.    Then  canine  SCF  protein  was  detected  by  Western  blotting 

analysis as described above. 

 

Evaluation  of  signaling  pathways  activated  by  external  or  internal 

SCF/c‐Kit receptor loops on HRMC 
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  HRMC cells (106 /ml) were cultured in serum‐free AIM‐V medium with 

various concentrations of anti‐canine SCF antibodies  (as an external  inhibitor) 

or the tyrosine kinase inhibitor Dasatinib (LC laboratories, Woburn, MA), which 

could  inhibit canine c‐Kit  receptor phosphorylation  (Gleixner et al., 2007) and 

act  internally,  for  15  minutes  at  37  °C,  and  then  the  protein  was  extracted.   

Following  SDS‐PAGE  of  equal  amounts  of  the  protein,  c‐Kit  receptor  and 

phosphorylated c‐Kit  receptor were evaluated by Western blotting analysis as 

described above. 
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Results 

 

Genetic statuses of KIT and c‐Kit receptor phosphorylation 

  Genetic  statuses  of KIT  in HRMC, VIMC1, CoMS1  and CMMC1  cells 

were  analyzed  and  compared with  the ORF of normal  canine  c‐kit  (Genbank 

accession no. AY313776).    The ORF of KIT in HRMC cells showed two different 

nucleotide  substitutions  [159  (C  →  T)  and  507  (A  →  G)]  although  the 

substitutions  led  to  no  amino  acid  change  (Table  1).    The  results  were 

consistent with  the  previous  report  (Ohmori  et  al.,  2008).    Both VIMC1  and 

CoMS1 cells had the same two different nucleotide substitutions [1275 (A → G) 

and  1523  (A →  T)]  of  KIT  (Table  1).   While  the  latter  led  to  an  amino  acid 

conversion (Asn508Ile)  in the extracellular domain (exon 9), the former did not.   

CMMC1 cells had at least three variants of KIT (Table 1).    The KIT variant A of 

CMMC1  had  a  3‐bp  deletion  (763‐765Del  CAG)  which  led  to  one  amino  acid 

deletion (255Del Gln) in the extracellular domain (exon 5).    The variant B led to 

an amino acid substitution (Lys415Glu) in the extracellular domain (exon 8) and 

an ITD in the juxtamembrane domain (ITD573‐590) (exon 11).    The variant C had a 

nonsense  mutation  in  the  extracellular  domain.    In  addition,  these  three 

variants had some single nucleotide substitutions  [159  (C → T), 507  (A → G), 

282 (A → G) and 1275 (A → G)] which led to no amino acid change (Table 1). 

  To assess the function of these KIT mutations to c‐Kit receptor activation, 

c‐Kit receptor phosphorylation was evaluated with Western blotting analysis in 

the cell lines.    Two kinds of c‐Kit receptor were observed in all cell lines (Fig. 4) 
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due to differential glycosylation of the protein (approximately 145 kDa for the 

mature form and approximately 125 kDa for the immature form) (London et al., 

1999).    Apparent phosphorylation of c‐Kit receptor was detected in all the cell 

lines  (Fig.  4)  although  these  cells  were  cultured  with  rcSCF‐free  medium.   

While  both mature  and  immature  forms  of  c‐Kit  receptor were  substantially 

phosphorylated in  CMMC1  cells,  the  immature  form  was  slightly 

phosphorylated in other cell lines (Fig. 4). 

 

Effect of SCF stimulation 

  Next, the effect of rcSCF stimulation on c‐Kit receptor phosphorylation 

in canine MCT cell  lines was examined.    Phosphorylation of c‐Kit receptor  in 

HRMC,  VIMC1  and  CoMS1  cells  was  enhanced  following  incubation  with 

rcSCF for 15 minutes whereas no enhancement of phosphorylation in CMMC1 

cells was  observed  (Fig.  5).    The  enhancement was  observed  in  only mature 

form of c‐Kit receptor in HRMC, VIMC1 and CoMS1 cells (Fig. 5). 

  To evaluate  the effect of  rcSCF  stimulation on proliferation of  the  cell 

lines,  the  cells  were  cultured  in  serum‐free  AIM‐V  medium  with  various 

concentrations of  rcSCF.    The viability of  the  cells was  assessed  at  24,  48,  72 

and  96  hours  (HRMC  and CMMC1)  or  12,  24,  36  and  48  hours  (VIMC1  and 

CoMS1)  depending  on  the  doubling  times  of  the  cells  (Ishiguro  et  al.,  2001; 

Ohmori  et  al.,  2008;  Takahashi  et  al.,  2001).    There  was  no  effect  of  rcSCF 

supplementation on the proliferation of all the cell lines (Fig. 6). 

 

Expression and sequence of SCF mRNA 

19



 
 

 

  To evaluate  the possibility  that  c‐Kit  receptor of  the  canine MCT  cells 

was  activated by  autocrine  SCF,  the  expression of SCF mRNA was  examined 

with RT‐PCR.    As shown  in Fig. 7A, SCF mRNA was amplified  in all  the cell 

lines.    The  825  bp  of  SCF was  a  soluble  form  and  the  741  bp  of  SCF was  a 

membrane‐bound  form  (Shull  et  al.,  1992).  Both  forms  were  detected  in 

HRMC, VIMC1  and CMMC1  cells whereas  there was  only  a  soluble  form  in 

CoMS1  cells.    Compared  with  the  ORF  of  normal  canine  SCF (Genbank 

accession no. NM_001012735),  there was no mutation  in  the SCF mRNA of all 

the cell lines. 

     

Production of SCF protein 

  The production of SCF in the canine MCT cell lines was evaluated with 

Western blotting analysis.    As shown in Fig. 7B, SCF was detectable in only the 

HRMC cell lysate and undetectable in those of other cell lines. 

  On  Western  blotting  analysis  conducted  in  the  present  study,  the 

detectable limit for canine SCF was 100 ng/ml (Fig. 7C).    The concentration of 

SCF in the culture supernatant of HRMC cells was less than 1 ng/ml since SCF 

protein was undetectable in a hundredfold concentrated culture supernatant. 

 

Evaluation  of  signaling  pathways  activated  by  external  or  internal 

SCF/c‐Kit receptor loops on HRMC 

  According to the manufacture’s instruction (R&D systems), 100 ng/ml of 

anti‐canine  SCF  antibody  can  neutralize  1  ng/ml  of  extracellular  SCF.    A 
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maximum  of  1,000  ng/ml  of  antibody  led  to  no  change  of  c‐Kit  receptor 

phosphorylation levels of HRMC cells (Fig. 8A). 

Since the antibody can not diffuse into the cell, it has no inhibitory effect 

on  intracellular  SCF  activity.    By  contrast,  tyrosine  kinase  inhibitors,  such  as 

Dasatinib,  are  known  to  diffuse  into  the  cytoplasm  and  can  inhibit  c‐Kit 

receptor phosphorylation.    In the present chapter, Dasatinib could reduce c‐Kit 

receptor phosphorylation  levels  of HRMC  cells  in  a  dose dependant manner 

(Fig. 8B). 

21



 
 

 

Discussion 

 

In  the  present  chapter,  apparent  c‐Kit  receptor  phosphorylation was 

found  in HRMC, VIMC1, CoMS1 and CMMC1 cells although  these cells were 

cultured with  rcSCF‐free medium.    Asn508Ile  substitution, which  is  found  in 

KIT of VIMC1 and CoMS1 cells, has been previously reported in 1.6% (3/191) of 

canine MCT cases and led to constitutive c‐Kit receptor activation without SCF 

binding (Letard et al., 2008).    The mutation  is  located on exon 9 of KIT which 

encodes  an  extracellular  ligand‐binding  domain  of  c‐Kit  receptor.    The  KIT 

mutations  in  the  extracellular  domain  have  been  also  found  in  human  acute 

myeloid  leukemia  (AML)  (Gari  et  al.,  1999),  gastrointestinal  stromal  tumor 

(GIST) (Miettinen and Lasota, 2006) and pediatric mastocytosis (Bodemer et al., 

2010).    A previous study suggested that oncogenic KIT mutations in this region 

led to ligand‐independent c‐Kit receptor dimerization by enhancing the binding 

affinity (Yuzawa et al., 2007).    Therefore, the ligand‐independent c‐Kit receptor 

phosphorylation could be caused by  the amino‐acid  substitution  (Asn508Ile)  in 

VIMC1 and CoMS1 cells.    Interestingly, both VIMC1 and CoMS1 cells had the 

same mutation in KIT.    The mutation (Asn508Ile) might frequently occur in this 

type of MCT since both cells were derived from canine visceral MCT (Ishiguro 

et al., 2001; Takahashi et al., 2001). 

CMMC1 cells might have KIT gene amplification and/or chromosomal 

aneuploidy since the cells had at least three variants of KIT.    A previous study 

indicated  that chromosomal amplification of KIT, c‐myc and PAX3 occurred  in 

canine MCT  cell  line CL1  (Lin  et  al.,  2009).    The  ITD  in  the  juxtamembrane 
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domain of KIT, which has been identified in variant B of CMMC1, is a common 

mutation  in  canine  MCT  and  observed  in  approximately  9  to  45%  of  the 

diseases (Downing et al., 2002; Isotani et al., 2008; Letard et al., 2008; London et 

al., 1999; Pryer et al., 2003; Webster et al., 2006a; Zemke et al., 2002).    The ITD is 

also  found  in  human  juvenile  AML  (Corbacioglu  et  al.,  2006)  and  GIST 

(Miettinen  and Lasota,  2006).    The  ITD may disrupt  its  inhibitory motif  and 

cause  ligand‐independent  c‐Kit  receptor  phosphorylation  since  the  enzyme 

activity  of wild  type  c‐Kit  receptor  in  the  absence  of  SCF  is  inhibited  by  its 

juxtamembrane domain  (Roskoski, 2005b).    The mutations  in  the extracellular 

domain  of KIT,  such  as  [255Del Gln]  in  variant A  or  Lys415Glu  substitution  in 

variant B, could also lead to ligand‐independent c‐Kit receptor phosphorylation 

as  mentioned  above.    Multiple  mutations  might  lead  to  c‐Kit  receptor 

activation in CMMC1 cells. 

Consistent phosphorylation of c‐Kit receptor was noted in HRMC cells 

although the cells had no KIT mutation.    By contrast, there was no evidence of 

c‐Kit receptor autophosphorylation in another canine MCT cell line, CL1, which 

expressed wild type c‐Kit receptor (Lin et al., 2009).    It was hypothesized that 

c‐Kit  receptor  could  be  activated  by  external  or  internal  autocrine  SCF/c‐Kit 

receptor  loops  mechanism  in  HRMC  cells.    In  the  external  autocrine 

mechanism, SCF secreted from the cells might be presumed to activate its own 

c‐Kit  receptor.    Neutralisation by anti‐canine SCF antibody  failed  to alter  the 

c‐Kit receptor phosphorylation status although the SCF protein was detected in 

the HRMC cell  lysate and was undetectable  in  the culture supernatant.    Thus 

there could be no external autocrine mechanism in HRMC cells.    In the internal 
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autocrine mechanism,  intracrine SCF might be presumed  to bind and activate 

intracellular c‐Kit receptor within the cells.    This unique autocrine mechanism 

has been described for VEGF/VEGFR  loops of hematopoietic stem cell (Gerber 

et  al.,  2002)  and AML  cells  (Santos  and Dias,  2004)  and  angiopoietin‐2/Tie‐2 

loops of endothelial cells  (Scharpfenecker et al., 2005).    The  internal autocrine 

mechanism can be impervious to extracellular inhibitors such as antibodies for 

ligands since the activation events can occur within the cells.    In HRMC cells, 

the  internal  inhibitor  Dasatinib  inhibited  the  c‐Kit  receptor  phosphorylation 

whereas the antibody for SCF had no inhibitory effect.    Therefore, there could 

be the internal autocrine mechanism in HRMC cells.   Meanwhile, both soluble 

and membrane‐bound  forms of SCF mRNA were detected  in HRMC cells.    It 

was difficult  to  identify which  form of  SCF protein was  expressed  in HRMC 

cells  since  the  antibody  used  in  this  chapter  recognized  both  forms  and  the 

molecular weight of both forms could range from 28 to 40 kDa reflecting both 

N‐ and O‐linked glycosylation (Broudy, 1997). 

SCF  protein  was  undetectable  in  VIMC1,  CoMS1  and  CMMC1  cells 

although  mRNA  expression  of  SCF  was  detected.    In  these  cell  lines,  the 

amount of produced SCF protein could be too low to detect by Western blotting 

analysis or  there  could be no produced  SCF protein  at  all by halting protein 

synthesis from mRNA.   

Stimulation by rcSCF had no effect on proliferation of HRMC, VIMC1 

and CoMS1 cells although  it enhanced c‐Kit  receptor phosphorylation.    Since 

these  cells  could  grow  in  serum‐free  medium  (Fig.  6A‐C),  c‐Kit  receptor 

activation might be enough  for  the growth  to plateau before SCF stimulation.   
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By contrast, rcSCF stimulation could induce c‐Kit receptor phosphorylation and 

enhance  cell proliferation  in CL1  cells which  innately had no phosphorylated 

c‐Kit receptor (Lin et al., 2009). 

The  KIT  mutations  in  CMMC1  cells  might  disrupt  the  activation 

mechanism  of  c‐Kit  receptor  by  SCF  binding  since  stimulation  by  rcSCF 

provided  no  enhancement  of  c‐Kit  receptor  phosphorylation  as  well  as 

proliferation.    On  the  other  hand,  c‐Kit  receptor  with  Asn508Ile  substitution 

made the activation mechanism by rcSCF remained in VIMC1 and CoMS1 cells.   

However, 250 ng/ml of recombinant murine SCF provided no enhancement on 

phosphorylation of Asn508Ile mutant c‐Kit receptor transfected into murine cells 

(Letard  et al., 2008).    The discrepancy  could be  explained by  the assumption 

that the Asn508Ile mutated canine c‐Kit receptor activity might change in murine 

cells, or that the reactivity of the mutant c‐Kit receptor to murine SCF might be 

weaker than that of canine SCF. 

The KIT mRNA sequence of AY313776 was referred as that of a normal 

canine  KIT  in  this  chapter.    Two  different  series  of  the  canine  KIT  mRNA 

sequence  (AY313776  and NM_001003181)  is  available  in Genbank.    Although 

the foremost published one was NM_001003181, the mRNA sequence of canine 

KIT  collected  from  191  dogs  in  the  previous  study  (Letard  et  al.,  2008) was 

consistent with  the  sequence of AY313776  (Tsai et al., 2003) whereas different 

from  that  of NM_001003181  at  three  nucleotides.    Therefore, NM_001003181 

could contain some errors or minor polymorphisms of canine KIT (Letard et al., 

2008).    Based  on  this  information,  AY313776  was  considered  to  be  more 

suitable as a reference sequence of canine KIT mRNA. 
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The tyrosine residues of c‐Kit receptor collected from all cell lines were 

phosphorylated in the present chapter.    Not only KIT mutation and canine SCF 

but  also  several  cytokines  in  FBS  might  have  potentials  to  facilitate 

phosphorylation of c‐Kit receptor.    In the present chapter, VIMC1, CoMS1 and 

CMMC1 cells were unable  to be cultured continuously  in serum‐free medium 

while HRMC cells could grow.    Since no phosphorylation of c‐Kit receptor was 

observed in another canine MCT cell line CL1, which expressed the wild type of 

c‐Kit receptor, after FBS starvation for 2 hours (Lin et al., 2009), the influence of 

FBS  on  the  phosphorylation  might  dissolve  for  2  hours.    Therefore,  the 

influence  of  FBS  on  the  results  of  SCF  stimulation  effect  on  c‐Kit  receptor 

phosphorylation  and  cell  viability  might  be  little  since  all  cell  lines  were 

incubated  in  serum‐free  condition  for  2  hours.    In  addition,  c‐Kit  receptor 

collected from VIMC1, CoMS1 and CMMC1 cells was still phosphorylated after 

FBS‐free cell culture for 2 hours (Fig 5).    Considering those findings, the effect 

of factors containing in FBS could be practically nought. 

In  this chapter,  the  four canine MCT cell  lines had various aberrations 

associated  with  c‐Kit  receptor  phosphorylation,  KIT  mutation  and  SCF 

expression.    Such  molecular  biological  diversity  may  reflect  the  different 

biological behavior  in canine MCT.    Not only mutated KIT but also SCF/c‐Kit 

receptor autocrine loops can be potential therapeutic targets by TKI since c‐Kit 

receptor of HMRC cells has consistently phosphorylated.    The unique cell lines 

presented here will  be useful  for understanding  the  etiology  and developing 

novel diagnostic and therapeutic procedures in mast cell malignancies. 
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Chapter 2 

 

Biological effect of tyrosine kinase inhibitors on three canine mast 

cell tumor cell lines with various KIT statuses 
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Abstract 

 

Clinical  importance of TKIs  for  the  treatment of canine MCT has been 

noticeable.    In  addition,  some TKIs were  identified  as  substrates  for ABCB1.   

In  this  chapter,  the  inhibitory effect of  four TKIs  (axitinib,  imatinib, masitinib 

and vatalanib) for proliferation and phosphorylation of c‐Kit receptor as well as 

the  expression  and  function  of ABCB1 were  investigated  in  three  cMCT  cell 

lines  (HRMC,  VIMC1  and  CMMC1).    The  functional  ABCB1  seemed  to  be 

expressed  in only  the VIMC1.    The  IC50 values of axitinib,  imatinib, masitinib 

and vatalanib were > 10 μM, > 10 μM, 8.4 μM and > 10 μM  in HRMC, 9.0 nM, 

42.3 nM, 52.1 nM and 549.4 nM in CMMC1 and 4.4 nM, 157.8 nM, 133.7 nM and 

611.3 nM  in VIMC1,  respectively.    VIMC1  required higher  concentrations  for 

the inhibition of c‐Kit receptor phosphorylation than those in cell growth.    The 

CsA treatment slightly increased the effects of the TKIs on VIMC1.    The results 

indicated that sensitivity to TKIs in a canine MCT cell line harboring wild‐type 

KIT was lower than that in canine MCT cell lines with mutated KIT.    However, 

the growth of VIMC1 was seemingly reduced by TKIs through the inhibition of 

the  activity  of  other  tyrosine  kinases  than  c‐Kit  receptor.   Moreover, ABCB1 

can play a role in resistance to the treatment of TKIs in canine MCT, on which 

ABCB1 is overexpressed.    The results obtained in this chapter will be helpful to 

understand the different sensitivity to TKIs in canine patients with MCT. 
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Introduction 

 

  TKIs are designed as small organic molecules blocking the ATP‐binding 

site of kinases (Bennasroune et al., 2004).    Some studies reported that the some 

TKIs  could  inhibit  c‐Kit  receptor  activation  and  proliferation  of  canine MCT 

cells with KIT mutations (Gleixner et al., 2007; Liao et al., 2002; Peter et al., 2010).   

The  clinical  efficacy  of  several  TKIs  for  canine MCT  cases  has  been  studied 

(Hahn et al., 2008; Isotani et al., 2008; Lin et al., 2009; London et al., 2009).    A 

clinical  study  reported  that  100%  of  canine  MCT  cases  with  KIT  mutation 

responded  to  treatment  with  imatinib  (Isotani  et  al.,  2008).    Other  studies 

indicated  that  canine  MCT  cases  with  KIT  mutations  were  more  likely  to 

respond to treatment with toceranib or masitinib than those without mutations 

(Hahn  et  al.,  2008; London  et  al.,  2009).  Meanwhile,  some dogs with MCT 

which had no KIT mutation showed beneficial  response  to  imatinib  treatment 

(Isotani  et  al.,  2008).    Previous  chapter  revealed  that  the  c‐Kit  receptor was 

consistently  phosphorylated  in  HRMC  cells  although  the  cells  had  no  KIT 

mutation, indicating a SCF/c‐Kit receptor autocrine loop.    Based on these result, 

I hypothesized that not only mutated c‐Kit receptor but also SCF/c‐Kit receptor 

autocrine loops could be potential therapeutic targets by TKIs. 

  ABCB1, also known as P‐glycoprotein and encoded by MDR1 gene, is a 

member of  the ATP‐binding cassette  transporter superfamily and  functions as 

an  ATP‐dependent  efflux  transporter  (Zhou,  2008).    ABCB1  is 

membrane‐bound  protein  comprising  12  transmembrane  domains,  two  ATP 

binding/hydrolysis  sites and a phosphorylated  linker  region, and  can efflux a 
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diverse  range  of  structurally  and  functionally  unrelated  compounds  (Zhou, 

2008).    In both human  and veterinary medicine,  overexpression  of ABCB1  is 

considered  to  be  one  of  the  common mechanism  of multidrug  resistance  on 

tumor cells since its substrates includes some chemotherapeutic agents such as 

vinca‐alkaroids,  anthracyclines  and  antifolates  (Schrickx  and  Fink‐Gremmels, 

2008;  Zhou,  2008).    Several  studies  revealed  that  both  MDR1  mRNA  and 

ABCB1  protein  were  expressed  in  canine  MCT  cells  (Miyoshi  et  al.,  2002; 

Nakaichi  et al., 2007).    According  to  the  recent  studies  (Hegedus  et al., 2009; 

Kitazaki et al., 2005; Mahon et al., 2003), some TKIs were also identified as the 

substrate  for  ABCB1.    Therefore,  there  could  be  the  implications  of  ABCB1 

overexpression for drug‐resistance of TKIs in canine MCT. 

  The objective of this chapter was to  investigate the biological effects of 

several TKIs and the implication of ABCB1 on these effects in canine MCT.    In 

the present chapter, the expression and function of ABCB1 were characterized, 

and  inhibitory effects of  the TKIs on cell proliferation and phosphorylation of 

c‐Kit  receptor  were  evaluated  in  3  canine MCT  cell  lines  with  various  KIT 

statuses.    In addition, the  influences of ABCB1 function were examined using 

inhibition of the drug efflux by another ABCB1 substrate, cyclosporine (CsA). 
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Materials and Methods 

 

Canine mast cell tumor cell lines 

Three canine MCT cell  lines  (HRMC, CMMC1 and VIMC1) were used 

in this chapter.    A study in the previous chapter in this thesis revealed that the 

c‐Kit  receptor of  these  cell  lines was  consistently phosphorylated  in  stem  cell 

factor‐free medium.    The study revealed that HRMC cells expressed wild type 

c‐Kit  receptor.    CMMC1 had multiple mutations of KIT  including  ITD within 

its  juxtamembrane  domain,  and  VIMC1  had  a  point  mutation  within  KIT 

extracellular domain (Table 1). 

 

Tyrosine kinase inhibitors 

  Four TKIs (axitinib, imatinib, masitinib and vatalanib) were used in this 

chapter.    Axitinib  inhibits  activity  of  vascular  endothelial  growth  factor 

receptors  (VEGFRs)  1,  2  and  3,  platelet‐derived  growth  factor  receptors 

(PDGFRs) α and β and c‐Kit receptor (Hu‐Lowe et al., 2008).    Imatinib inhibits 

c‐Abl,  PDGFRβ and  c‐Kit  receptor  (Manley  et  al.,  2002).   Masitinib  inhibits 

PDGFRs α and  β,  Lyn  and  c‐Kit  receptor  (Dubreuil  et  al.,  2009).    Vatalanib 

inhibits VEGFRs 1 and 2, PDGFRβ, c‐Fms and c‐Kit receptor  (Hess‐Stumpp et 

al.,  2005).    Axitinib  was  purchased  from  LKT  Laboratories  (Westin  St.Paul, 

MN).    Imatinib, masitinib and vatalanib were purchased from LC laboratories 

(Woburn, MA). 
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Detection of MDR1 mRNA   

  Total RNA extracted from HRMC, CMMC1 and VIMC1 cells were used 

for  cDNA  synthesis  as  described  previously  (Chapter  1).    The  primers  to 

amplify canine MDR1 were described previously (Nakaichi et al., 2007).    Using 

the  primers,  MDR1  cDNA  was  amplified  by  RT‐PCR  with  KOD  FX  from 

single‐strand cDNAs of canine MCT cell lines. 

 

Detection of ABCB1 protein 

  Whole  cell  lysates were  extracted  from HRMC, CMMC1  and VIMC1 

cells  as  described  previously  (Chapter  1).    Protein  concentrations  were 

determined with  the Lowry protein assay kit.    The equal amounts of protein 

were  separated  by  SDS‐PAGE  and  transferred  to  a  PVDF  membrane.   

Membranes  were  blocked  in  5%  skimmed  milk/tris‐buffered  saline  with 

Tween20,  and  then  incubated with primary  antibodies  against ABCB1  (1:100, 

Merk  Calbiochem, Darmstadt, Germany)  and  β‐actin  (1:1,000,  Cell  Signaling 

Technology).    After  incubation  with  the  appropriate  secondary  antibodies 

conjugated  to  horseradish  peroxidase  (1:5,000,  GE  Healthcare),  positive 

immunoreactivity  was  detected  with  ECL  Plus  Western  Blotting  Detection 

Reagents and visualized with ChemDoc XRS Plus (Bio‐Rad). 

 

Flowcytometric detection of rhodamine 123 efflux function 

  HRMC, CMMC1  and VIMC1  cells  (106 cells) were  incubated with  200 
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ng/ml of Rhodamine 123 (Rh123) (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO) in RPMI 1640 

medium at 37 °C  for 20 minutes.    After washing  twice  in phosphate buffered 

saline (PBS), the cells were then incubated in Rh123‐free medium at 37 °C for 60 

minutes, either with or without 2 μM of CsA (Wako Pure Chemical Industries, 

Osaka,  Japan).    After  the  incubation,  the cells were washed with  ice‐cold PBS 

in 3 times, placed on ice in the dark, and subjected to flowcytometric analysis.   

The  cells  that  had  not  been  exposed  to  Rh123 were  used  as  controls.    Ten 

thousands  events  were  counted  by  a  flow  cytometer  (FACScan;  Becton 

Dickinson,  San  Jose,  CA)  equipped  with  488  nm  argon  laser  and  530  nm 

bandpass filter. 

 

Antiproliferation effect of tyrosine kinase inhibitors 

To  determine  the  antiproliferative  effect  of  canine MCT  cell  lines  by 

TKIs, each 2 × 105 cells  /ml were cultured  in appropriate medium  in a 96‐well 

plate  with  or  without  axitinib,  imatinib,  masitinib  and  vatalanib  at  various 

concentrations  for  indicated  time periods.    VIMC1 cells were also cultured  in 

RPMI‐1640 medium containing 5 μM of CsA with various concentrations of the 

TKIs.    The  cell  viability  in  the wells was measured  by  using Cell Counting 

Kit‐8.    Absorbance  was  measured  at  450  nm  using  Model  680  Microplate 

Reader.    In  addition,  50%  inhibitory  concentration  (IC50)  values  of  the  TKIs 

were determined after a 48‐hour culture of the cell lines. 

   

Inhibitory  effect  of  tyrosine  kinase  inhibitors  on  c‐Kit  receptor 
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phosphorylation 

HRMC, CMMC1 and VIMC1 cells (106 /ml) were cultured with various 

concentrations of axitinib, imatinib, masitinib and vatalanib for 4 hours at 37 °C, 

and  then  the  proteins  were  extracted.    In  addition,  VIMC1  cells  were  also 

cultured  in  RPMI‐1640  medium  containing  5  μM  of  CsA  with  the  same 

concentrations  of  the  TKIs,  and  then  the  protein  was  collected.    Following 

SDS‐PAGE of equal amounts of the protein, c‐Kit receptor and phosphorylated 

c‐Kit  receptor  were  evaluated  by  Western  blotting  analysis  as  described 

previously (Chapter 1). 
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Results 

 

Expression of MDR1 mRNA and ABCB1 protein 

  The  expression  of MDR1 mRNA  and ABCB1  protein were  examined 

with RT‐PCR  and Western  blotting  analysis,  respectively,  in  canine MCT  cell 

lines.    As shown  in Fig. 9A, the MDR1 mRNA was amplified  in CMMC1 and 

VIMC1 cells, whereas not  in HRMC cells.    The MDR1 mRNA  in VIMC1 cells 

was expressed stronger than in CMMC1 cells. 

  On  Western  blotting  analysis,  three  kinds  of  ABCB1  protein  were 

observed in CMMC1 and VIMC1 cells (Fig. 9B) due to differential glycosylation 

of the protein (approximately 140 kDa for the mature form and approximately 

120 and 100 kDa for the immature forms) (Blott et al., 1999), whereas weakly in 

HRMC cells.     

 

Rhodamine 123 efflux function 

  Although the intracellular accumulation of Rh123, which is the dynamic 

traffic  of  a  fluorescent  dye,  occurs  by  passive  effusion,  the  efflux  from  cells 

actively  depends  on  ATP‐dependent  transport  through  ABCB1  (Tang  et  al., 

2004).    To evaluate ABCB1  function as a  transporter  in canine MCT cell  lines, 

the  inhibition of Rh123 efflux by CsA was measured using flowcytometry.    In 

VIMC1  cells,  the  addition  of  2  μM  CsA  increased  Rh123  accumulation 

compared to that for the cells without CsA treatment (Fig. 10C).    On the other 

hand, the Rh123 accumulation for HRMC and CMMC1 cells hardly changed by 
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the  addition  of  CsA  (Figs.  10A  and  B).    Therefore,  the  functional  ABCB1 

seemed to be expressed in only VIMC1 cells. 

 

Antiproliferation effect of tyrosine kinase inhibitors 

To assess  the antiproliferative effect of TKIs on canine MCT cell  lines, 

the  cells  were  cultured  with  axitinib,  imatinib,  masitinib  and  vatalanib  at 

various  concentrations  based  on  the  maximum  plasma  concentration  (Cmax) 

values  of  the  TKIs  (Hahn  et  al.,  2008;  Ishizuka  et  al.,  2007;  Jost  et  al.,  2006; 

Pithavala et al., 2010).    The viability of the cells was assessed at 24, 48, 72 and 

96 hours (HRMC and CMMC1) or 12, 24, 36 and 48 hours (VIMC1) depending 

on  the doubling  times of  the cells  (Ohmori et al., 2008; Takahashi et al., 2001).   

The proliferation of HRMC cells was consistently inhibited by 10 μM masitinib 

(Fig. 11C) and slightly by 10 μM  imatinib  (Fig. 11B), whereas hardly  inhibited 

by  axitinib  and  vatalanib  (Figs.  11A  and  D).    That  of  CMMC1  cells  was 

inhibited by at least 10 nM axitinib (Fig. 11E), 0.1 μM imatinib (Fig. 11F), 0.1 μM 

masitinib (Fig. 11G) and 1μM vatalanib (Fig. 11H).    VIMC1 cells were unable to 

proliferate in 10 nM axitinib (Fig. 11I), 1 μM imatinib (Fig. 11J), 1 μM masitinib 

(Fig.  11K)  and  1μM  vatalanib  (Fig.  11L).    The  IC50  values  of  these  TKIs 

determined after a 48‐hour culture of the cell lines are shown in Table 2. 

 

Inhibitory  effect  of  tyrosine  kinase  inhibitors  on  c‐Kit  receptor 

phosphorylation 

The  inhibitory  effect  of  TKIs  on  c‐Kit  receptor  phosphorylation was 
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evaluated by Western blotting analysis in the cell lines.      As shown in Fig. 12A, 

10 μM of imatinib and masitinib inhibited slightly the phosphorylation of c‐Kit 

receptor  in  HRMC  cells,  whereas  axitinib  and  vatalanib  did  hardly.    The 

phosphorylation of c‐Kit receptor in CMMC1 and VIMC1 cells was inhibited by 

all  four TKIs  in  a dose dependent manner  (Figs.  12B  and C).    The  signal  of 

c‐Kit  receptor  phosphorylation was  strongly  reduced  by  all TKIs  in CMMC1 

cells (Fig. 4B).    In contrast, the inhibitory effect in VIMC1 cells was milder than 

that  in  CMMC1  cells  (Fig.  12C).    The  TKI  treatments  did  not  change  the 

expression level of c‐Kit receptor in all cell lines. 

 

Influences  of  ABCB1  function  on  biological  effects  of  tyrosine  kinase 

inhibitors in VIMC1 cells 

To  determine  the  implications  of ABCB1  for  biological  effects  of  the 

TKIs,  the changes  in  the outcome of CsA  treatment were evaluated  in VIMC1 

cells.    As  shown  in  Fig.  13,  the  treatment with  5  μM  of  CsA  increased  the 

sensitivities  to  the TKIs  in VIMC1 cells.    The  IC50 values of axitinib,  imatinib, 

masitinib and vatalanib in VIMC1 cells cultured without CsA were 1.4 times, 1.7 

times, 2.3 times and 1.3 times higher than those in the cells cultured with 5 μM 

of CsA, respectively (Table 2).    The CsA treatment also reinforced slightly  the 

inhibitory effects of TKIs on c‐Kit receptor phosphorylation in VIMC1 cells (Figs. 

4C  and D).    The CsA  treatment did not  change  the  expression  level  of  c‐Kit 

receptor in VIMC1 cells. 
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Discussion 

 

In  the  present  chapter,  both MDR1 mRNA  and ABCB1  protein were 

detected  in CMMC1 and VIMC1 cells.    However, CMMC1 cells did not show 

apparent Rh123 efflux function (Fig. 10B).    ABCB1 of CMMC1 cells could lose 

drug  transport  function  by  loss‐of‐function mutation  of MDR1  or  halting  its 

activation  process  such  as  binding  of ATP,  nucleotide  or  substrate.    On  the 

other hand, VIMC1 cells showed apparent Rh123 efflux function (Fig. 2C).    The 

results could  reflect  the  function of ABCB1 of  the cells; however,  it might not 

exclude  the  possibility  of  Rh123  efflux  by  other  transporters.    Rh123  is 

extruded by another ABC transporter, such as Arg482Thr mutant ABCG2 (Honjo 

et al., 2001).    According to the previous study (Nakaichi et al., 2007) using the 

parental cells which were not cloned (CMMC and VIMC cells), both mRNA and 

protein  of ABCB1 were  not  expressed  in CMMC  cells whereas  expressed  in 

VIMC  cells.    The  discrepancy  could  be  explained  by  the  assumption  that 

ABCB1 had expressed in the cloning process of CMMC1 cells. 

A maximum  of  10  μM  of  axitinib,  imatinib  and  vatalanib  could  not 

inhibit by 50% growth of HRMC cells which express wild type of c‐Kit receptor.   

The  IC50 value of only masitinib  (8.4 μM)  for HRMC cells could be calculated.   

However, the value was also unreasonable clinical concentration since the Cmax 

value of masitinib in serum of beagle dogs administrated at an oral dose of 10 

mg/kg  was  1.3  to  1.5  μM  (Hahn  et  al.,  2008).    Correspondingly, 

phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  was  slightly  inhibited  under  high 

concentrations  (10  μM)  of  imatinib  and masitinib  in HRMC  cells  (Fig.  12A).     
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By  contrast,  reasonable  concentration  of  all  four  TKIs  inhibited  the  cell 

proliferation and phosphorylation of c‐Kit receptor in CMMC1 cells with ITD of 

juxtamembrane  domain  and  3 mutations  in  the  extracellular  domain  in  KIT.   

The  results  were  consistent  with  previous  reports  describing  that  another 

canine MCT cell line, C2, which had ITD of juxtamembrane domain in KIT was 

sensitive to the several TKIs such as imatinib, midostaurin, nilotinib, dasatinib, 

toceranib and bafetinib (Gleixner et al., 2007; Liao et al., 2002; Peter et al., 2010).   

According  to  some  clinical  studies,  100%  and  60%  of  canine  MCT  case 

harboring ITD of juxtamembrane domain showed beneficial response (complete 

or partial remission) to imatinib and toceranib, respectively (Isotani et al., 2008; 

London et al., 2009). 

Interestingly,  the growth of VIMC1  cells with a point mutation  in  the 

extracellular  domain  of  KIT  was  almost  completely  inhibited  by  10  nM  of 

axitinib  as  well  as  1  μM  of  imatinib,  masitinib  and  vatalanib  (Figs.  11I‐L) 

although  the  concentration  of  these  TKIs  required  for  an  inhibition  in  the 

phosphorylation of  c‐Kit  receptor was higher  level  (Fig. 12C).    The  targets of 

the TKIs used in this chapter were not only c‐Kit receptor but also other known 

(VEGFRs, PDGFRs, c‐Abl, Lyn and c‐Fms) and unknown kinases  (Dubreuil et 

al., 2009; Hess‐Stumpp et al., 2005; Hu‐Lowe et al., 2008; Manley et al., 2002).   

Therefore,  the  TKIs  could  suppress  the  proliferation  of  VIMC1  cells  by 

inhibiting the activity of other kinases than c‐Kit receptor in the present chapter.   

A  previous  study  (Rebuzzi  et  al.,  2007)  revealed  that VEGFRs  1  and  2 were 

expressed in canine MCT cells.    In addition, a clinical study indicated that 31% 

of the dogs with MCT which had no KIT mutation showed beneficial response 
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to imatinib which could inhibit c‐Abl, PDGFRβ and c‐Kit receptor (Isotani et al., 

2008).    According  to  the  present  and  previous  observations,  not  only  c‐Kit 

receptor but also other tyrosine kinases could play a role in growth and survival 

of canine neoplastic mast cells. 

Inhibition  sensitivity of  the TKIs on phosphorylation  in  c‐Kit  receptor 

with wild type and that with a point mutation in the extracellular domain were 

lower  than  that  with  multiple  mutations  including  ITD  of  juxtamembrane 

domain  in  the present  chapter  (Fig.  12).    The binding  affinity  to  the TKIs  of 

ATP‐binding site of c‐Kit receptor in CMMC1 cells might be higher than that of 

wild  type  c‐Kit  receptor  in  HRMC  cells  since  the  ITD mutation within  the 

juxtamembrane  domain  could  alter  the  cytoplasmic  structure  including  the 

ATP‐binding sites.    By contrast,  the affinity  to TKIs of mutated c‐Kit receptor 

in VIMC1  cells might be  as  low  as  that  of wild  type  c‐Kit  receptor  since  the 

point  mutation  in  the  extracellular  domain  could  not  alter  the  intracellular 

structure. 

CsA mildly increased inhibitory effects of the TKIs on cell proliferation 

and phosphorylation of c‐Kit receptor  in VIMC1 cells  (Figs. 12C, 12D and 13).   

The four TKIs could be the substrates for canine ABCB1 since CsA increased the 

effects of TKIs on VIMC1 cells which expressed functional ABCB1.    Therefore, 

ABCB1 may play a role in resistance to the treatment of TKIs in canine MCT if 

ABCB1 is overexpressed in neoplastic cells. 

In this chapter, sensitivity to TKIs in the canine MCT cell line harboring 

wild‐type KIT was lower than that in canine MCT cell lines with mutated KIT.   

However, the growth of the canine MCT cell  line with a point mutation  in the 
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extracellular  domain  of  KIT was  seemingly  suppressed  by  TKIs  through  the 

inhibition  of  the  activity  of  other  tyrosine  kinases  than  c‐Kit  receptor.    The 

results  obtained  in  this  chapter  will  be  helpful  to  understand  the  different 

sensitivity to TKIs in canine patients with MCT.    In addition, not only imatinib 

and masitinib but also axitinib and vatalanib will have beneficial applicability in 

the treatment of canine MCT. 
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Chapter 3 

 

Screening of  therapeutic  targets  for canine mast cell  tumors  from a 

variety of tyrosine kinase molecules 
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Abstract 

 

Options of  systemic  treatment  for  canine MCT have been  still  limited 

and  most  canine  cases  with  MCTs  eventually  undergo  relapses  even  after 

achievement  of  a  remission.    Thus  additional  therapies  are  required  to 

establish for the tumor.    To identify the novel candidate therapeutic targets for 

canine MCT,  the mRNA  expression  and  phosphorylation  statuses  of  several 

receptor or non‐receptor kinases as well as  the  inhibitory  effect of 95  specific 

inhibitors on the growth were assessed in three canine MCT cell lines (HRMC, 

VIMC1  and  CMMC1).    Among  the  14  targets,  the  mRNAs  of  11,  7  and  7 

kinases  were  amplified  in  HRMC,  VIMC1  and  CMMC1,  respectively.    The 

mRNAs of VEGFR3, PDGFRα, SRC, YES, LCK and FYN were detected in all cell 

lines.    The  phosphorylation  of  12,  8  and  7  kinases  was  observed  by  using 

specific  antibody  arrays  in HRMC, VIMC1  and CMMC1,  respectively.    DTK, 

EPHB6, AMPKα1, CREB, STAT5a and STAT5b were phosphorylated  in all cell 

lines.    The 10, 9 and 17  inhibitors exhibited  the biological activity against  the 

growth  of HRMC, VIMC1  and  CMMC1,  respectively.    Only  three  inhibitors 

such as SB218078 (for Chk1), PDGF RTK inhibitor IV (for PDGFR) and radicicol 

(for Hsp90) suppressed the growth of all three cell lines.    The present chapter 

indicated  that  several  kinases  could  be  used  as  therapeutic  targets  in  the 

treatment for canine MCT.    Further studies and clinical trials are warranted to 

apply the inhibitors for the treatment of the tumor. 

 

Abbreviations; AMPK: AMP‐activated protein kinase, CDK: Cyclin‐dependent 
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AMPK:  AMP‐activated  protein  kinase,  CDK:  Cyclin‐dependent  kinase,  Chk: 

Checkpoint  kinase,  CREB:  cAMP  response  element  binding  protein,  CSF1R: 

Colony stimulating factor 1 receptor, EGFR: Epidermal growth factor receptor, 

EPHA2:  Ephrin  type‐A  receptor  2,  EPHB6:  Ephrin  type‐B  receptor  6,  FLT3: 

FMS‐like  tyrosine  kinase  3, HDAC: Histone  deacetylase, Hsp90: Heat  shock 

protein 90, InsulinR: Insulin receptor, JNK: c‐Jun N‐terminal kinase, MCT: Mast 

cell tumor, PKC: Protein kinase C, PKR: Protein kinase RNA‐activated, PDGFR: 

Platelet‐derived growth factor receptor, STAT: Signal transducers and activator 

of transcription, VEGFR: Vascular endothelial growth factor receptor. 
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Introduction 

 

Recently,  clinical  efficacy  of  several TKIs  such  as  toceranib, masitinib 

and imatinib for canine MCT cases has been studied (Hahn et al., 2008; Isotani 

et  al.,  2008; London  et  al.,  2009).    However,  the overall  response  rates of  the 

TKIs against canine MCT were only 42 to 48% (Isotani et al., 2008; London et al., 

2009).    In addition, most canine cases with MCTs eventually undergo relapses 

even  after  achievement  of  a  remission with  TKIs  treatment.    Therefore,  the 

efficacy of several novel agents such as HSP90 inhibitor (Lin et al., 2008), HDAC 

inhibitors  (Kisseberth  et  al.,  2008; Lin  et  al.,  2010)  and  calcitriol which  is  the 

ligand for vitamin D receptor (Malone et al., 2010) for canine MCT have recently 

been examined. 

Chapter 1 revealed  that  the c‐KIT receptor of VIMC1 cells, a MCT cell 

line  harboring  a  point  mutation  in  the  extracellular  domain  of  KIT,  was 

consistently phosphorylated  in  ligand‐free medium.    Chapter  2  subsequently 

indicated  that  the  concentration  of  some  TKIs  required  for  inhibition  of  the 

phosphorylation of c‐Kit receptor was higher than that of cell growth in VIMC1 

cells.    Since  targets  of  the  TKIs were  not  only  c‐Kit  receptor  but  also  other 

kinases,  the  growth  of  VIMC1  cells  could  be  suppressed  by  TKIs  through 

inhibition  of  activity  of  other  kinases  than  c‐Kit  receptor.    A  previous  study 

revealed  that  VEGFR1  and  VEGFR2  were  expressed  in  canine  MCT  cells 

(Rebuzzi  et al.,  2007).    In addition, a  clinical  study  indicated  that  31% of  the 

dogs with MCT harboring wild type KIT showed beneficial response to imatinib 

(Isotani  et  al.,  2008).    According  to  the  previous  observations,  it  was 
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hypothesized  that not only  c‐Kit  receptor but also other kinases  could play a 

role in growth and survival of canine neoplastic mast cells. 

The objective of  the present  study was  to  screen  candidate molecular 

therapeutic  targets  for  canine  MCT.    The  mRNA  expression  and 

phosphorylation statuses of several kinases in three canine MCT cell lines were 

assessed  with  RT‐PCR  and  specific  antibody  arrays,  respectively.    The 

inhibitory effect of specific inhibitors on the proliferation was also examined in 

the cell lines. 
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Materials and Methods 

 

Canine mast cell tumor cell lines 

Three  canine  MCT  cell  lines  (HRMC,  VIMC1,  and  CMMC1)  were 

recruited.    HRMC and CMMC1 were originated from cutaneous MCT (Ohmori 

et  al.,  2008;  Takahashi  et  al.,  2001).    VIMC1 was  derived  from  visceral MCT 

(Takahashi et al., 2001). 

 

Detection of mRNA expression for tyrosine kinases 

Total  RNA  extracted  from  HRMC,  VIMC1  and  CMMC1  cells  were 

subjected  to  cDNA  synthesis  as described previously  (chapter  1).    Using  the 

primers listed in Table 3, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, CSF1R, PDGFRα, PDGFRβ, 

EPHA2, FLT3, RET, EGFR, SRC, YES, LCK and FYN were amplified by RT‐PCR 

with KOD‐FX.    The  tyrosine  kinases  encoded  by  the  genes  are  inhibited  by 

clinically  approved  tyrosine  kinase  inhibitors  such  as  dasatinib,  gefitinib, 

imatinib,  sorafenib  and  sunitinib.    The  PCR  amplification  consisted  of 

pre‐denaturation  (94  °C, 2 min) and 35  cycles of denaturation  (98  °C, 30  sec), 

annealing  (60  °C,  30  sec)  and  extension    (68  °C,  1  min),  followed  by  final 

extension  (68  °C,  8  min).    The  amplified  PCR  products  were  separated  by 

electrophoresis  in  2%  agarose  gels,  stained  with  ethidium  bromide  and 

visualized with ultraviolet illumination. 

 

Analysis of the phosphorylation profiles of receptor tyrosine kinases 
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The phosphorylation of RTKs in canine MCT cell lines was examined by 

using Human Phospho‐RTK Array Kit  (ARY001; R&D systems).    The kit was 

used to identify the phosphorylation profiles of 42 different RTKs.   Whole cell 

lysates were extracted from HRMC, VIMC1 and CMMC1 cells in ice‐cold NP‐40 

lysis buffer consisting of 20 mM Tris–HCl  (pH 8.0), 137 mM NaCl, 1% NP‐40, 

10%  glycerol,  2 mM  EDTA,  1 mM  Na3VO4  and  Protease  Inhibitor  Cocktail.   

Protein concentrations were determined with Lowry protein assay kit (Bio‐Rad).   

Nitrocellulose membranes  spotted  in  duplicate with  the  antibodies  for RTKs 

were blocked in Array Buffer 1 supplied in ARY001 (R&D systems) for 1 hr at 

room  temperature,  and  then  incubated with  each protein  lysate  (400 μg  total 

protein)  for  overnight  at  4  °C.    After  incubation  with  HRP‐conjugated 

anti‐phospho‐tyrosine antibody supplied in ARY001 (R&D systems) for 2 hrs at 

room  temperature,  positive  immunoreactivity  was  detected  with  ECL  Plus 

Western  Blotting  Detection  Reagents  and  visualized  with  ChemDoc  XRS‐J 

(Bio‐Rad). 

 

Analysis of the phosphorylation profiles of non‐receptor kinases 

The  protein  phosphorylation  of  non‐receptor  kinases  in  the  cell  lines 

was  examined  by  using  Human  Phospho‐Kinase  Array  Kit  (ARY003,  R&D 

systems).    The  kit  was  used  to  identify  the  phosphorylation  profiles  of  27 

different  non‐receptor  kinases.    The  cells were  collected  and  lysed  in  Lysis 

Buffer 6  supplied  in ARY003, and  the protein  concentrations were measured.   

The  membranes  spotted  in  duplicate  with  the  capture  antibodies  against 

non‐receptor kinases were blocked  in Array Buffer 1, and then  incubated with 
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each  400  μg  of  protein  for  overnight  at  4  °C.    After  incubation with  diluted 

detection antibody cocktails supplied in ARY003 for 2 hrs at room temperature 

and streptavidin‐HRP supplied in ARY003 for 30 min at room temperature, the 

immunoreactivity  was  detected  with  ECL  Plus  Western  Blotting  Detection 

Reagents and visualized with ChemDoc XRS‐J. 

 

Antiproliferation effect of inhibitors 

To  examine  the  growth  inhibitory  effect  of  canine MCT  cell  lines  by 

various chemical inhibitors, each 2 × 105 cells /ml were cultured in appropriate 

medium  in a 96‐well plate with DMSO or each 1 μM of 95  inhibitors for more 

than  40  targets  supplied  in  SCADS  inhibitor  kit  III  (provided  by  Screening 

Committee  of Anticancer Drugs,  Japan)  for  indicated  time  periods  at  37  °C.   

The inhibitors and their targets are represented in Table 5.    The cell viability in 

the wells was measured by using Cell Counting Kit‐8 with WST‐8 as a substrate.   

Absorbance  was  measured  at  450  nm  using  Model  680  Microplate  Reader 

(Bio‐Rad). 
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Results 

 

Detection of mRNA expression for tyrosine kinase   

Among the 14 targets, the mRNAs of 11, 7 and 7 kinases were amplified 

in  HRMC,  VIMC1  and  CMMC1  cells,  respectively  (Fig.  14).    The  mRNAs 

expressed  in  the  cell  lines  were  represented  on  Table  4.    The  mRNAs  of 

VEGFR3, PDGFRα, SRC, YES, LCK and FYN were detected in all cell lines. 

 

Phosphorylation  profiles  of  receptor  tyrosine  kinases  and  non‐receptor 

kinases 

In  general,  activated  RTKs  are  phosphorylated  whereas  inactivated 

RTKs  are  not.    The  phosphorylated  RTKs  captured  on  membranes  were 

detected by anti‐phospho‐tyrosine antibodies  in ARY001.    On  the other hand, 

the specific phosphorylation of activated non‐receptor kinases was detected  in 

ARY 003.    The  results of ARY001 and ARY003  in canine MCT cell  lines were 

shown  in  Figs.  15  and  16,  respectively.    The  phosphorylated  RTKs  and 

non‐receptor kinases were  listed on Table 4.    Among  the kinases detected by 

RT‐PCR,  the  phosphorylation  of  EGFR  and  VEGFR2  in  HRMC  cells  and 

VEGFR2 in VIMC1 cells were observed. 

 

Antiproliferation effect of inhibitors 

To evaluate the inhibitory effect of the 95 inhibitors specifically‐targeted 
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to various molecules on proliferation of  the  cell  lines,  the  cells were  cultured 

with each 1 μM of the  inhibitors.    The viability of the cells was assessed at 72 

(HRMC and CMMC1) or 36 hrs  (VIMC1) depending on  the doubling  times of 

the cells (Ohmori et al., 2008; Takahashi et al., 2001).    As shown in Table 5, 10, 9 

and  17  inhibitors  suppressed more  than  50%  growth  of HRMC, VIMC1  and 

CMMC1 cells, respectively. 
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Discussion 

 

In  the  present  chapter,  DTK,  EPHB6,  AMPKα1,  CREB,  STAT5a  and 

STAT5b were  phosphorylated  in  all  canine MCT  cell  lines  (Figs.  15  and  16).   

DTK, also known as Tyro‐3, is TAM receptor tyrosine kinase and the receptor of 

both Gas6 and Protein S (Linger et al., 2008).    Although DTK is overexpressed 

in human myeloid  leukemia and myeloma cells,  its  function and downstream 

signals are poorly understood (Linger et al., 2008).    EPHB6 is identified as one 

of the type B ephrin receptor and plays a role in many biological process such 

as embryonic development, cell proliferation and differentiation (Castano et al., 

2008).    AMPKα1  is  a  subunit  of  AMPK which  is  a  key  enzyme  of  cellular 

energy  homeostasis  (Canto  and  Auwerx,  2010).    The  phosphorylation  of 

AMPK  leads  to  the activation of many  stimulus‐induced  transcription  factors 

including  CREB  (Canto  and  Auwerx,  2010).    The  constitutive  activation  of 

CREB  can  play  a  role  in  oncogenesis  in many  human  tumors  such  as  acute 

myeloid leukemia and adult T‐cell leukemia (Siu and Jin, 2007).    Both STAT5a 

and STAT5b are also transcription factors and phosphorylated  in the course of 

downstream signaling cascades of many receptors (Buitenhuis et al., 2004).    If 

the kinases play a  role  in  the growth, proliferation and  survival of malignant 

canine  mast  cells,  they  could  be  the  therapeutic  targets  for  canine  MCT.   

Unfortunately,  the  SCADS  inhibitor  kit  III  used  in  this  chapter  included  no 

inhibitors  that  targeted  those  kinases  except  for  AMPK.    More  than  50% 

growth of VIMC1 and CMMC1 was suppressed by 1 μM of  the compound C, 

the  AMPK  inhibitor,  whereas  that  of  HRMC  cells  was  not  (Table  5).    The 
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AMPK  inhibitor could suppress  insufficiently  the proliferation of HRMC cells 

since  the phosphorylation signal of AMPKα1  in HRMC cells was weaker  than 

that in VIMC1 and CMMC1 cells (Fig. 15). 

Among the 95 inhibitors consisted in SCADS inhibitor kit III, only three 

inhibitors  such  as  SB218078  (for Chk1), PDGF RTK  inhibitor  IV  (for PDGFR) 

and  radicicol  (for Hsp90)  suppressed more  than  50% growth  of  all  three  cell 

lines  (Table  5).    Chk1  is  a  serine/threonine  kinase  and  regulates  both  S  and 

G2‐M checkpoints (Tse et al., 2007).    If cells are exposed to the genotoxic stress 

such  as  radiation  and  chemotherapy, Chk1  is  phosphorylated,  resulting  in  a 

swift  G1‐S  delay  following  DNA  damage.    Some  phase  I  trials  of  the 

combination  therapy  with  the  inhibitors  and  DNA‐damaging  agents  have 

already been performed since the Chk1 inhibitor can sensitize the tumor cells to 

DNA damage (Tse et al., 2007).    Since PDGFRs have been demonstrated to play 

important  roles  in many human cancers, a  large number of PDGFR  inhibitors 

have  been  developed  (Dai,  2010).    The  phosphorylation  of  PDGFRα  was 

undetectable in all canine MCT cell lines (Fig. 15) although the PDGFRα mRNA 

was detected  in  the  cells  (Fig.  14).    The protein of  canine PDGFRα might be 

unable to be captured by the antibody in ARY001 while it was developed as an 

antibody  recognizing  human  PDGFRα.    Nevertheless,  further  studies  are 

required  to  determine whether  PDGFRα  is  a  potential  therapeutic  target  for 

canine MCT.    Hsp90 is a cellular chaperone and works as a master regulator of 

the stability and activity of multiple oncoproteins such as c‐Kit receptor, EGFR, 

B‐Raf  and AKT  in many  human  cancers  (Porter  et  al.,  2010).    Therefore,  the 

inhibition  of  Hsp90  retains  the  potential  to  shut  down  multiple  oncogenic 
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signaling  pathways  simultaneously.    A  previous  study  suggested  that  the 

Hsp90 inhibitor, STA‐9090, down‐regulated expression and phosphorylation of 

both mutated and wild type c‐Kit receptors and suppressed the growth of both 

normal  and malignant  canine mast  cells  (Lin  et  al.,  2008).    According  to  the 

observations, Hsp90 could be a potent therapeutic target for canine MCT. 

Although  the  phosphorylation  of VEGFR2,  EGFR,  InsulinR,  p38α  and 

JNK was observed in HRMC cells, 1 μM of the inhibitors targeting the kinases 

hardly suppress the growth (Table 5).    The discrepancy could be explained by 

the  assumption  that  the  kinases might  be  less  important  for  the  growth  and 

survival  of  the  cells.    In  contrast,  one  of  the  inhibitors  of  AKT, which was 

phosphorylated  in HRMC  cells,  exhibited  biological  activity  against  the  cell 

lines (Table 5).    AKT is a serine/threonine protein kinase that plays a key role 

in multiple cellular signaling such as cell proliferation, apoptosis, transcription 

and cell migration (Carnero et al., 2008).    Since AKT activation  is a secondary 

signaling event of  the phosphorylation of  c‐Kit  receptor  (Gilfillan and Rivera, 

2009) and c‐Kit  receptor of HRMC cells has been consistently phosphorylated 

(chapter 1), the AKT of the cells can be phosphorylated.    In addition, 1 μM of 

the  inhibitors of CDK, PKC or Aurora kinase also suppressed more  than 50% 

growth  of  HRMC  cells  (Table  5).    CDK  is  a  crucial  regulator  of  cell  cycle 

progression  and  its  overactivation has been  observed  in many human  cancer 

cells  (Shapiro, 2006).    PKC  is a  serine/threonine protein kinase  that  regulates 

various  cellular  functions  including  adhesion,  secretion,  proliferation  and 

apoptosis  (Konopatskaya  and  Poole,  2010).    Aurora  kinase  is  also  a 

serine/threonine  kinase  which  functions  as  a  key  regulator  of  the  mitosis 
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process and has been overexpressed in a number of human cancers (Lok et al., 

2010).    HRMC  cells  which  expressed  wild  type  c‐Kit  receptor  showed  low 

sensitivity  to  some  clinically  approved  TKIs  (chapter  2)  and  a  considerable 

number of canine MCT patients without KIT mutation hardly responded to the 

TKI  treatments  (Hahn  et  al.,  2008;  Isotani  et  al.,  2008;  London  et  al.,  2009).   

According to the present findings, the inhibitor targeting Chk1, PDGFR, Hsp90, 

AKT,  CDK,  PKC  or  Aurora  kinase might  be  effective  in  canine MCT  cases 

without KIT mutation. 

The  inhibitors of AMPK, FGFR, PDGFR,  InsulinR,  c‐Kit  receptor, PKR, 

Raf, Hsp90 and VEGFR suppressed more  than 50% growth of VIMC1 cells  in 

this  chapter  (Table  5).    Chapter  2  suggested  that  the  growth  of VIMC1  cells 

could be suppressed by TKIs through the  inhibition of the activity of not only 

c‐Kit  receptor but also other kinases.    The activation of  the kinases might be 

important in the growth and survival of VIMC1 cells.    Since SU4984 (for FGFR, 

PDGFR  and  InsulinR),  SU11652  (for  PDGFR,  VEGFR,  FGFR  and  c‐Kit)  and 

VEGFR RTK inhibitor II (for VEGFR and c‐Kit) were multiple kinase inhibitors, 

it was difficult  to  identify  the  actual  target  of  the  inhibitors  for VIMC1  cells.   

The  2  specific  VEGFR  inhibitors  (VEGF  receptor  2  kinase  inhibitor  I  and 

SU1498) hardly suppressed the growth of VIMC1 cells (Table 5) although both 

mRNA expression and phosphorylation of VEGFR2 were observed  in the cells 

(Figs. 14 and 15).    Therefore, further studies on the genetic mutation as well as 

the protein activity are warranted to confirm this observation. 

CMMC1  cells  were  relatively  sensitive  to  a  number  of  inhibitors 

consisted  in  SCADS  inhibitor  kit  III  (Table  5).    The  cells  harboring  ITD 
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mutation in the  juxtamembrane domain of KIT also showed high sensitivity to 

some TKIs in chapter 2.    It could be explained by the assumption that the TKIs 

could  suppress  the proliferation of CMMC1  cells by  inhibiting  the activity of 

not only c‐Kit receptor but also the other kinases. 

SRC family kinases including SRC, YES, LCK and FYN are non‐receptor 

tyrosine  kinases  and  initiate  intracellular  signaling  in  response  to  ligation  of 

antigen‐receptors  in  lymphocytes,  mast  cells  and  macrophages  (Bradshaw, 

2010).    Although mRNAs of  the  four kinases were  expressed  in  all  cell  lines 

(Fig. 13), no phosphorylation of those was observed.    In addition, the inhibitors 

of SRC family kinases hardly suppressed the proliferation of all three cell lines 

except  for  the  LCK  inhibitor  in  CMMC1  cells  (Table  5).    Considering  the 

findings, SRC family kinases were unlikely to be therapeutic targets for canine 

MCT. 

The  important  limitation of  this  chapter was whether  the antibodies  in 

ARY001  and  ARY003  could  recognize  canine  proteins.    Further  studies  are 

crucial to confirm the phosphorylation profiles of the kinases in the cell lines. 

In the present chapter, several kinases retaining the potential to become 

therapeutic  targets  against  canine  MCT  were  screened.    Inhibitors  of  the 

candidate  kinases  should  be  selected  by  specificity  for  tumor  cells  since  the 

kinases also play important roles in various cellular functions of many normal 

cells.    In addition, the three canine MCT cell lines showed various sensitivities 

to  the  inhibitors  in  SCADS  inhibitor kit  III.    Such diversity might  reflect  the 

different biological behavior in canine MCT.    The present findings would pave 

the way for an additional medical treatment for canine MCTs. 
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Chapter 4 

 

Genetic  statuses  of  KIT  and  phosphorylation  statuses  of  c‐Kit 

receptor in canine mast cell tumor patients 
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Abstract 

 

Some  recent  studies  have  revealed  that  15  to  40%  of  canine  MCTs 

contained KIT mutation.    However,  there are  few  studies  that  investigate  the 

full‐length  of  KIT  ORF  in  canine  MCTs.    In  this  chapter,  the  nucleotide 

sequence of KIT ORF and phosphorylation of c‐Kit receptor were examined  in 

the 36 canine MCT samples obtained from 33 dogs.    In 3 dogs, tissue samples 

were collected twice when the tumors relapsed.    The ORF (1 – 2928) of KIT in 

35 canine MCTs and a partial sequence (772 ‐ 2928) of 1 tumor were determined.   

KIT sequences of the 3 relapse tumors were identical to those of the respective 

original tumors.    Genetic alterations of KIT were found in 25 (75.8%) of the 33 

dogs.    The KIT  alterations  included  the mutations,  such  as  23‐bp deletion  of 

exon 2 (n = 1), complete deletion of exons 6 and 7 (n = 1), 3‐bp deletion (n = 1), 

point mutation  (n  =  1)  and  ITD mutation  (n  =  5)  of  exon  11.    Two  genetic 

alterations, which were observed in normal canine KIT variations, such as 3‐bp 

deletion of exon 5 (n = 16) and 12‐bp insertion at the junction of exons 9 and 10 

(n  =  5),  were  also  identified.    The  phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  was 

observed in 12 tumors with and without KIT mutation.    In addition, the Rh123 

efflux  function  was  assessed  in  the  tumor  cells  obtained  from  an  imatinib 

resistant canine MCT case with ITD mutation of KIT.    As a result, there was no 

function of ABC  transporters  in  the  tumor  cells.    In  this  chapter,  the various 

known and unknown mutations of KIT were found in canine MCTs.    The c‐Kit 

receptor  activation  could  play  a  role  in  the  proliferation  and  survival  of  the 

canine MCTs without KIT mutation.    The results obtained  in  this chapter will 
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be  helpful  in  clarifying  the  implication  between  the  KIT  mutation  and  the 

prognosis and tumorigenesis of canine MCT. 
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Introduction 

 

  Traditionally,  based  on  the World Health  Organization  clinical  stage 

(Owen, 1989) and histological grade (Patnaik et al., 1984), treatment for canine 

MCTs  is  selected  from  surgical  resection,  irradiation,  chemotherapy  or 

combination  of  those  (Welle  et  al.,  2008).    In  addition  to  the  conventional 

therapy,  the  clinical effectiveness of  several TKIs,  such as  toceranib, masitinib 

and imatinib for canine MCT cases has recently been studied (Hahn et al., 2008; 

Isotani et al., 2008; London, 2009; London et al., 2009).    Some  clinical  studies 

reported  that  canine  MCT  cases  with  KIT  mutations  were  more  likely  to 

respond  to  treatment with  TKIs  than  those without mutations  (Hahn  et  al., 

2008;  Isotani  et  al.,  2008;  London  et  al.,  2009).    Therefore,  detection  of  KIT 

mutations in canine MCTs can predict the efficacy of treatment with TKI. 

  However, most of the studies investigated only the partial sequences of 

KIT mRNA, such as parts of extracellular domain (exons 8 and 9) (Letard et al., 

2008),  transmembrane domain  (exon  10)  (Letard  et  al.,  2008),  juxtamembrane 

domain (exons 11 and 12) (Downing et al., 2002; Letard et al., 2008; London et 

al., 1999; Ma et al., 1999; Pryer et al., 2003; Webster et al., 2006b; Webster et al., 

2007; Webster et al., 2008; Zemke et al., 2002) and kinase domain  (exons 16  to 

20) (Letard et al., 2008; Webster et al., 2006a) in clinical canine MCT cases.    The 

mutational profiles in other exons of KIT of canine MCT cases are still unclear. 

  In the present chapter, to clarify the implication between KIT mutation 

and  c‐Kit  receptor  activation  in  canine  MCT,  genetic  statuses  of  KIT  and 

phosphorylation statuses of c‐Kit receptor were examined in some canine MCT 
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cases.    In  addition,  I described  a  canine MCT  case with  ITD mutation.    The 

MCT  acquired  resistance  to  imatinib  and  relapsed  during  the  observation 

period  although  the  patient  had  achieved  a  remission  with  the  treatment.   

Nucleotide  sequence  of  KIT  was  assessed  before  and  after  evolution  of 

resistance to imatinib, and Rh123 efflux function was analyzed after relapse. 
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Materials and Methods 

 

Canine mast cell tumor cases 

  Tumor samples of canine MCTs from the dogs referred to the Veterinary 

Medical Center of  the University of Tokyo, Nihon University Animal Medical 

Center,  the Veterinary Medical  Teaching Hospital  of Nippon  Veterinary  and 

Life Science University and Japan Small Animal Cancer Center were used in the 

present  study.    The  samples  obtained  by  surgical  resection, punch  biopsy  or 

tru‐cut biopsy were divided  into 3 parts: each one was routinely  fixed  in 10% 

phosphate‐buffered  formalin  for  pathological  diagnosis,  the  other  was 

submerged  immediately  in  RNAlater  for  sequencing  analysis  of  KIT,  the 

remaining was frozen and stored at –80 °C for western blotting analysis. 

 

Histological evaluations 

  The  formalin  fixed  tumor  samples were  routinely paraffin‐embedded, 

and  processed.    The  histologic  diagnoses  were  made  on  hematoxylin‐eosin 

stain.    The MCTs were classified according  to  the grading  system defined by 

Patnaik  et  al.  (Patnaik  et  al.,  1984)  as  grade  I  (well‐differentiated),  grade  II 

(moderately‐differentiated) and grade III (poorly‐differentiated). 

 

Nucleotide sequence of KIT 

Total  RNA  extracted  from  the  tumor  samples  with  RNeasy  Fibrous 
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Tissue  Midi  Kit  (QIAGEN)  was  used  for  cDNA  synthesis  as  described 

previously (Chapter 1).    The primers to amplify an ORF of KIT were described 

previously (Ohmori et al., 2008).    Using the primers, KIT cDNA was amplified 

by RT‐PCR with KOD FX  from single‐strand cDNAs of canine MCT cell  lines.   

The  PCR  products  of KIT  cDNA were  subcloned  into  pCR  Blunt Vector  and 

sequenced as described  in chapter 1.   More  than 3  independent clones of  the 

each plasmid were sequenced. 

 

c‐Kit receptor phosphorylation 

  For the analysis of c‐Kit receptor phosphorylation, frozen tumors were 

homogenized and then lysed with HNTG lysis buffer (50 mM HEPES, 150 mM 

NaCl,  10%  grycerol,  1%  Triton  X‐100,  1.5 mM MgCl2,  1 mM  EGTA,  1 mM 

Na3VO4,  10  mM NaF  and  Protease  Inhibitor  Cocktail).    The  protein  was 

immunoprecipitated  overnight  4  °C  with  an  agarose‐conjugated  anti‐c‐Kit 

receptor antibody (Santa Cruz).    Immune complexes were washed with HNTG 

lysis  buffer.    The  protein  was  eluted  by  boiling  in  Laemmli  Sample  Buffer 

(Bio‐Rad),  separated  by  SDS‐PAGE,  and  transferred  to  a  PVDF  membrane.   

Membranes were probed with  an  anti p‐Kit  antibody  (1:1,000, Cell  Signaling 

Technology)  and  then  stripped  with  Restore Western  Blot  Stripping  Buffer 

(Thermo  scientific,  Rockford,  IL).    To  detect  total  c‐Kit  receptor  levels, 

membranes were reprobed with anti c‐Kit receptor antibody (1:1,000, DAKO). 

 

Flowcytometric detection of rhodamine 123 efflux function 
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    Fresh  tumor  tissues were minced with  surgical  scalpels  in PBS.    The 

tumor  cells were  then  collected by  filtration  through 40 μm  cell  strainers  (BD 

Falcon, Bedford, MA).    The viability of mast cells, determined by trypan blue 

staining exclusion, was > 90%, and the preparations contained > 80% mast cells 

assessed  by  cytospin  analysis  with Wright‐Giemsa  stain.    The  Rh123  efflux 

function of tumor cells was determined by flowcytometric analysis as described 

previously (chapter 2). 
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Results 

 

Population of cases   

The 36 canine MCT samples obtained from 33 patients were used in this 

chapter (Table 6).    In three dogs (C9, 14, 31), the samples were collected twice 

when the tumors relapsed after the achieving remission by surgical resection or 

chemotherapy.    The median age of the 33 dogs was 10 years (y) and 8 months 

(m),  ranging  from  4y11m  to  14y5m  of  age.    The dogs  represented  15  breeds 

including  mixed  breed  dogs  (10),  Labrador  retrievers  (4),  American  cocker 

spaniels  (3),  Golden  retrievers  (2),  Shetland  sheepdogs  (2),  Shiba  dogs  (2), 

Miniature  schnauzers  (2)  and  8  additional  breeds  that were  represented  by 

single  dog.    The  sex  distribution  of  the  cases  consisted  of  10  intact  and  11 

spayed female dogs, as well as 7 intact and 4 castrated male, and the sex of one 

dog was unavailable.    According  to  the Patnaik histologic grading system  for 

canine MCTs, 36 tumors were divided into 3 groups; grade I (n = 3), grade II (n = 

25) and grade III (n = 8).    Histologic grades of three relapsed tumors [C9‐2 (II), 

14‐2  (II) and 31‐2  (III)] were  the same as  those of  their original  tumors  (C8, 13 

and 31). 

 

Genetic statuses of KIT 

  The ORF (1 – 2928) of KIT  in 35 tumors obtained from 32 canine MCT 

patients was  determined  and  compared with  the ORF  of  normal  canine KIT 
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(Genbank accession no. AY313776).    KIT sequences of the three relapse tumors 

(C9‐2, 14‐2 and 31‐2) were  identical  to  those of  the  respective original  tumors 

(C9,  14  and  31).    In  one  sample  (C7),  a  partial  sequence  (772  ‐  2928)  was 

amplified instead of the ORF of KIT.    Genetic alterations of KIT were found in 

25  (75.8%)  of  the  33  dogs  (Table  7  and  Fig.  17).    Among  them,  the  most 

frequent (n = 16) alteration was a 3‐bp deletion (763‐765Del CAG) which led to one 

AA deletion (255Del Gln) in exon 5.    Five dogs had 12‐bp insertion (1537‐1538Ins 12) 

which  led  to  4  AA  insertion  (512‐513Ins  4)  at  the  junction  of  exons  9  and  10.   

Within exon 11, various mutations which led ITD mutation of 10 to 19 AA (n = 

5), a single AA deletion (558Del Val) (n = 1) or a single AA conversion (Leu575Pro) 

(n = 1) were observed.      A complete deletion of exons 6 and 7  (935‐1240Del 306) 

were  detected  in  one  dog.    Some  dogs  had  more  than  two  mutations 

simultaneously.    Two dogs had at least two variants of KIT: one dog (C13) had 

3‐bp deletion (763‐765Del CAG) in exon 5 and 23‐bp deletion (321‐343Del 23) in exon 2 

which  led  downstream  nonsense  mutation,  and  the  other  (C29)  had  12‐bp 

insertion (1537‐1538Ins 12) at the junction of exons 9 and 10 and ITD (ITD1709‐1738) in 

exon  11.    In  addition,  some  single  nucleotide  substitutions which  led  to  no 

amino acid change were observed (Table 7). 

 

Phosphorylation profile of c‐Kit receptor 

  The  phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  was  evaluated  with 

immunoprecipitation and Western blotting analysis in 34 tumors obtained from 

31 dogs.    The protein of c‐Kit receptor was detected in 13 samples among them.   
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Of  the  13  tumor  samples,  c‐Kit  receptor  of  12  samples was  phosphorylated 

whereas that of 1 case (C3) did not (Fig. 18).    The 12 tumor samples with c‐Kit 

receptor  phosphorylation  had  various  KIT  statuses,  such  as  3‐bp  deletion 

(763‐765Del  CAG)  in  exon  5  (n  =  4),  both  (763‐765Del  CAG)  and  12‐bp  insertion 

(1537‐1538Ins 12) at the junction of exons 9 and 10 (n = 1), ITD (n = 3), a single AA 

deletion (558Del Val) (n = 1), or a single AA conversion (Leu575Pro) (n = 1) in exon 

11 and without mutation (n = 2). 

 

Case report (case C31) 

  A  dog  affected  by MCT  (C31) was  6‐year  old  intact male Miniature 

schnauzer referred to the Veterinary Medical Center of the University of Tokyo 

with multiple nodules  in  the  inguinocrural skin.    Cytological examination by 

fine‐needle aspirations  (FNA) of  the nodule disclosed a number of mast cells.   

Histopathological examination of one of the inguinocrural nodules obtained by 

surgical  resection  confirmed  the  diagnosis  of  grade  III  MCT.    Sequencing 

analysis of KIT in the tumor tissue revealed that ITD mutation (ITD572‐590) in the 

juxtamembrane  domain.    The  dog  was  treated  with  imatinib  mesylate 

(Gleevec;  Novartis,  East  Hanover,  NJ,  100  mg/head,  PO,  q24h),  then  the 

remaining  inguinocrural  nodules were  immediately  disappeared.    However, 

after  6 months  from  start  of  imatinib  administration,  inguinal  and  popliteal 

lymphoadenopathy was  observed.    FNA  cytology  of  the  both  lymph  nodes 

revealed  a  number  of  atypical  mast  cells  observed  initially.    Histological 

examination of popliteal lymph node revealed that the normal structures were 
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almost  completely  replaced  by  a  diffuse  proliferation  of  mast  cells  and 

confirmed  the  relapse  of  grade  III MCT.    Sequencing  analysis  of  KIT  in  the 

lymph  node  disclosed  the  completely  same  sequence  of  the  original  tumor 

without  additional  mutation.    To  investigate  the  implication  of  ABC 

transporters on  the  resistance  to  imatinib, Rh123 efflux  function of  the  tumor 

cells was assessed.    As a result,  there was no  function of ABC  transporters  in 

the tumor cells since the Rh123 accumulation hardly changed by the addition of 

CsA (Fig. 19). 
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Discussion 

   

In this chapter, various types of known and unknown mutations of KIT 

were found  in canine MCTs.    The exon 11 of KIT encodes the  juxtamembrane 

domain of c‐Kit receptor and is the most well‐researched region in canine MCT.   

Some previous  studies  found not only  ITD mutation but also point mutation, 

in‐frame mutation and deletion of the exon in canine MCT cell lines and clinical 

cases  (Letard  et  al.,  2008;  London  et  al.,  1999;  Ma  et  al.,  1999).    The  ITD 

mutation  in  the  exon  11  of  KIT  is  known  to  be  a  common  mutation  and 

observed  in  approximately  9  to  45%  of  canine MCTs  (Downing  et  al.,  2002; 

Isotani  et  al.,  2008; Letard  et  al.,  2008; London  et  al.,  1999; Pryer  et  al.,  2003; 

Webster et al., 2006a; Zemke et al., 2002).    The ITD mutation is known to cause 

the activation of c‐Kit receptor without binding of the ligand (Letard et al., 2008; 

London  et  al.,  1999).    The  point mutation  [1724  (T → C)]  and  3‐bp  deletion 

(1672‐1674Del TTG) in exon 11, that observed in canine MCT cases in this chapter, 

were also  identified  in a canine MCT cell  line, BR cells, and a previous canine 

MCT patient, respectively (Ma et al., 1999).    As well as ITD mutation, these two 

mutations led to ligand‐independent c‐Kit receptor activation (Ma et al., 1999).   

In the present chapter, strong phosphorylation of c‐Kit receptor was observed in 

the  canine  MCT  cases  with  ITD,  point  mutation  [1724  (T → C)]  and  3‐bp 

deletion  (1672‐1674Del  TTG)  in  the  exon  11  of  KIT  (Fig.  18).    The  results were 

consistent with  the previous  findings  (Letard et al., 2008; London et al., 1999; 

Ma et al., 1999).   
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The most frequent genetic alteration of KIT in this chapter was the 3‐bp 

deletion (763‐765Del CAG) in exon 5 (n = 16, 48.5%).    However, the alteration was 

also  observed  in  a  sequence  of KIT  obtained  from  normal  canine  cerebellum 

(Genbank  accession  no.  AF099030)  (London  et  al.,  1999).    Also,  the  12‐bp 

insertion  (1537‐1538Ins 12) at  the  junction of exons 9 and 10, which  identified  in 5 

cases  in  this study, was observed  in  the AF099030 and AY296484 which was a 

sequence  obtained  from  the  renal  cortex  of  Dalmatian  (Tsai  et  al.,  2003).   

Therefore,  these  two alterations were probably not genetic mutation of canine 

KIT.    However,  the  phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  was  detected  in  the 

tumor  samples not only with  the 3‐bp deletion  (763‐765Del CAG) and  the 12‐bp 

insertion  (1537‐1538Ins 12) but also without KIT mutation  (Fig. 18).    As described 

in  chapter 1,  there  could be SCF/c‐Kit  receptor autocrine  loop  in  canine MCT 

cells.    In  addition,  SCF  is  produced  by  bone  marrow  endothelial  cells, 

fibroblasts  and  eosinophils  (Broudy,  1997;  Hartman  et  al.,  2001).    Based  on 

these previous and present  findings,  the c‐Kit receptor phosphorylation might 

be caused by the stimulation with autocrine or paracrine SCF in the canine MCT 

cases without mutation. 

In addition to the KIT mutations described  in previous reports (Letard 

et al.,  2008; London  et al.,  1999; Ma  et al.,  1999), various KIT mutations were 

identified  in  the  primary  tumor  specimens  obtained  from  dog  patients with 

MCT.    A canine MCT case (C13) had the 23‐bp deletion (321‐343Del 23) in exon 2 

which  led downstream nonsense mutation.    Since  the case also possessed  the 

KIT  sequence with  only  the  3‐bp  deletion  (763‐765Del CAG),  there  could  be  no 

deficiency  of  c‐Kit  receptor.    Case C7  had  the wide  range deletion  (935‐1240Del 
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306) which caused  the complete deletion of exons 6 and 7.    The  tumor could 

have  splicing  abnormality  since  the  5ʹ‐end  sequence  (1  ‐  771)  of KIT was not 

amplified in the case.    However, there was no denying that the KIT sequence of 

C7 was one of splicing variant of canine normal KIT.    Unfortunately, the c‐Kit 

receptor phosphorylation was not examined in the case since the frozen sample 

was not available. 

A canine MCT case (C31) with ITD mutation in exon 11 initially showed 

beneficial  response  to  the  treatment  with  imatinib.    The  findings  were 

consistent with the previous clinical study which reported that 100% of canine 

MCT cases with KIT ITD mutation responded to  imatinib treatment (Isotani et 

al., 2008).    The tumor eventually relapsed during the treatment, indicating the 

development  of  resistance  to  imatinib.      In  human  CML,  most  important 

mechanism of resistance to imatinib therapy is the additional point mutation in 

the kinase domain of BCR‐ABL (Quintas‐Cardama et al., 2009).    In addition, a 

previous  study  indicated  that  the overexpression of ABCB1  could  lead  to  the 

resistance  to  imatinib  in  human CML  by  upregulating  the  efflux  of  imatinib 

(Galimberti  et  al.,  2005).    As  described  in  chapter  2,  imatinib  could  be  a 

substrate  of  canine  ABCB1.    However,  there  were  no  evidences  of  the 

additional mutation  of  KIT  and  the  upregulation  of  ABCB1  function  in  the 

relapse  tumor  (C31‐2).    Considering  these  results,  there  might  be  other 

mechanisms  to develop  to  imatinib  tolerance,  such  resistance  to  apoptosis  or 

increasing  of  imatinib  metabolism  (Bergman,  2003;  Quintas‐Cardama  et  al., 

2009) in the case. 

In  this  chapter,  the  protein  of  c‐Kit  receptor was  detected  in  only  13 
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tumors  although  the  34  samples were  assessed  by  immunoprecipitation  and 

Western blotting analysis.    Among  the 13  cases,  the phosphorylation of  c‐Kit 

receptor was observed  in  the 12  tumors.    Some  immunohistochemical studies 

indicated that most canine MCT expressed the protein of c‐Kit receptor (Morini 

et al., 2004; Webster et al., 2004; Webster et al., 2007).    However, the expression 

level of c‐Kit receptor could be low in canine MCT in which the c‐Kit receptor 

was  not  activated.    Also,  the  protein  of  the  tumors  could  be  degraded  by 

freezing and thawing methods or during transportation. 

The present sequencing analysis found some genetic alterations of KIT 

in  the  regions  other  than  exons  8,  9,  11,  and  17  in which  the mutations  had 

already been identified in canine MCT.    Nevertheless, the further researches by 

comparing  the  sequences  of  large  number  of  normal  dogs  are warranted  to 

confirm the genetic alteration as the true genetic mutation.    In this chapter, the 

c‐Kit  receptor  phosphorylation was  detected  in  the  tumor  samples with  and 

without KIT mutation.    Therefore, c‐Kit receptor activation could play a role in 

the proliferation and survival of  the canine MCT without KIT mutation.    The 

results will be helpful  in  clarifying  the  implication between  the KIT mutation 

and the prognosis and tumorigenesis of canine MCT. 
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In  chapter  1  of  the  present  thesis,  genetic  statuses  of  KIT  and  c‐Kit 

receptor  phosphorylation  were  characterized  and  the  SCF/c‐Kit  receptor 

interaction  was  examined  in  four  canine  MCT  cell  lines  to  investigate 

mechanisms  of  c‐Kit  receptor  activation  in  various  canine  MCTs.    HRMC 

expressed  wild  type  c‐Kit  receptor  whereas  VIMC1,  CoMS1  and  CMMC1 

harbored some KIT mutations.    The c‐Kit receptors were phosphorylated in all 

cell  lines.    SCF stimulation enhanced  the phosphorylation of c‐Kit receptor  in 

HRMC, VIMC1 and CoMS1.    There was no effect of SCF on proliferation of all 

cell  lines.    SCF  protein  was  detectable  in  only  HRMC.    Since  an  internal 

inhibitor  suppressed  c‐Kit  receptor  phosphorylation  in  HRMC  whereas  an 

external  inhibitor  did  not,  there  could  be  an  internal  SCF/c‐Kit  receptor 

autocrine mechanism within HRMC.    The results indicated that c‐Kit receptor 

phosphorylation  could  be  caused  by  the  stimulation  with  autocrine  SCF  in 

HRMC while  it could be caused by  functional mutations of KIT  in other  three 

cell lines. 

In  chapter  2,  the  inhibitory  effect  of  four  TKIs  for  proliferation  and 

phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  as well  as  the  expression  and  function  of 

ABCB1 were  investigated  in  three canine MCT cell  lines  (HRMC, VIMC1 and 

CMMC1).    The IC50 values of the TKIs in HRMC were clearly higher than those 

in  CMMC1  and  VIMC1.    In  HRMC  and  CMMC1,  both  the  growth  and 

phosphorylation of c‐Kit receptor were suppressed proportionally by the TKIs.   

VIMC1  required  higher  concentrations  for  the  inhibition  of  c‐Kit  receptor 

phosphorylation than those in cell growth.    The treatment with CsA increased 

the effects of the TKIs on VIMC1, since ABCB1 was expressed in the cells.    The 
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results indicated that canine MCT cell lines harboring wild‐type KIT had lower 

sensitivity to TKIs.    The growth of VIMC1 was seemingly suppressed by TKIs 

through  the  inhibition  of  other  tyrosine  kinases.    ABCB1  can  play  a  role  in 

resistance to the treatment of TKIs in canine MCT. 

In  chapter  3,  the mRNA  expression  and  phosphorylation  statuses  of 

several kinases  in  three  canine MCT  cell  lines  (HRMC, VIMC1  and CMMC1) 

were assessed  to  identify  the candidate of  therapeutic  targets.    The  inhibitory 

effect of 95 specific  inhibitors was also examined  in  the cell  lines.    As results, 

the mRNAs  of  11,  7  and  7  kinases  and  the  phosphorylation  of  12,  8  and  7 

kinases were observed in HRMC, VIMC1 and CMMC1, respectively.    The 10, 9 

and 17 inhibitors exhibited the biological activity against the growth of HRMC, 

VIMC1 and CMMC1, respectively.    The chapter  indicated that several kinases 

could be used as therapeutic targets in the treatment for canine MCT. 

In  chapter  4,  genetic  statuses  of KIT  and  phosphorylation  statuses  of 

c‐Kit  receptor  were  determined  in  36  canine MCTs  obtained  from  33  dogs.   

Genetic alterations of KIT were  found  in 25  (75.8%) of  the 33 dogs.    The KIT 

alterations  included  the mutations such as 23‐bp deletion of exon 2, complete 

deletion of exons 6 and 7, 3‐bp deletion, point mutation and  ITD mutation of 

exon  11.    Two  genetic  alterations  observed  in  normal  canine  KIT  variations 

such as 3‐bp deletion of exon 5 and 12‐bp  insertion at  the  junction of exons 9 

and  10  were  also  identified.    The  phosphorylation  of  c‐Kit  receptor  was 

observed  in  12  tumors with  and without  KIT mutation.    The  results  of  the 

chapter  indicated  that  the  c‐Kit  receptor  activation  could  play  a  role  in  the 

proliferation and survival of the canine MCTs without KIT mutation. 
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Recent  clinical  studies  reported  that  canine  MCT  cases  with  ITD 

mutations in exon 11 of KIT were more likely to respond to treatment with TKIs 

than  those  without  mutations  (Isotani  et  al.,  2008;  London  et  al.,  2009).   

Therefore, detection of KIT ITD mutations in canine MCTs is known to predict 

the  efficacy  of  treatment with  TKIs.    However,  another  study  identified  the 

mutations in not only exon 11 but also exons 8, 9 and 17 of KIT in canine MCTs 

(Letard et al., 2008).    Several mutations were also identified in exons 2, 6 and 7 

of  KIT  in  canine  MCT  in  chapter  4  of  this  study.    Furthermore,  the  c‐Kit 

receptor  was  phosphorylated  in  canine  MCT  cells  without  KIT  mutation 

(chapters  1  and  4).    In  addition,  30%  of  canine  MCT  cases  without  ITD 

mutation  responded  to  treatment with TKI  (Isotani et al., 2008; London et al., 

2009).    Based on these findings, only the investigation of ITD mutation in exon 

11 is not enough to predict the efficacy of TKI treatment in canine MCTs. 

In chapter 2, the wild type c‐Kit receptor showed low sensitivity to TKIs 

even  though  it  was  phosphorylated.    The  inhibitor  of  Hsp90,  cellular 

chaperone responsible for c‐Kit receptor, suppressed the proliferation of canine 

MCT cells with and without KIT mutation by down‐regulating  the expression 

of c‐Kit  receptor  (Lin et al., 2008).    Chapter 3  in  this  study also  revealed  that 

radicicol, an Hsp90  inhibitor,  suppressed  the growth of all  three  canine MCT 

cell lines.    If the inhibitors showed high selectivity for tumor cells as compared 

to  normal  cells, Hsp90  inhibitors would  become  a  potent  remedy  for  canine 

MCTs. 

The present  studies  in  this  thesis demonstrated  that  canine MCT  cells 

harbored  various  KIT  sequence,  c‐Kit  receptor  phosphorylated  statuses,  and 
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sensitivity  to TKIs and other  inhibitors.    Such biological diversity may reflect 

the  different  biological  behavior  and  treatment  response  in  canine  MCTs.   

These findings would provide the fundamental observations for the molecular 

targeted therapy for the management of canine MCTs. 

77



 
 

 

Acknowledgments 

   

  I would like to express my gratitude to Professor Dr. Hajime Tsujimoto, 

Associate Professor Dr. Koichi Ohno, Assistant Professor Dr. Yasuhito Fujino, 

and  all  members  of  Department  of  Veterinary  Internal Medicine,  Graduate 

School of Agricultural and Life Sciences, The University of Tokyo for finishing 

this manuscript.    I would like to give my special thanks to Dr. Junpei Yamazaki, 

Dr.  Yuko  Goto‐Koshino,  Dr.  Shinpei  Kawarai,  Dr.  Hideyuki  Kanemoto,  Dr. 

Kenjiro  Fukushima,  Dr.  Takahiro  Seki  and  Taro  Tsukagoshi  for  their  kind 

technical help and advices for my research. 

  I wish  to express my appreciation  to Professor Dr. Sumio Sugano and 

Assistant Professor Dr. Manabu Watanabe, Laboratory of Functional Genomics, 

Professor Dr. Nobuo Sasaki, Assistant Professor Dr. Takayuki Nakagawa and Dr. 

Nozomi  Miyajima,  Department  of  Veterinary  Surgery,  and  Professor  Dr. 

Hiroyuki Nakayama and Associate Professor Dr. Kazuyuki Uchida, Department 

of  Veterinary  Pathology,  The University  of  Tokyo,  for  their  cooperation  and 

support for this research. 

  I am also grateful  to all  the patients and  their owner  in my works, all 

the veterinarians who contributed the patients in Veterinary Medical Center of 

The  University  of  Tokyo,  and  especially  Dr.  Ryohei  Nishimura,  Dr.  Kou 

Nakashima, Dr. Atsushi Fujita, Dr. Natsuha Irie, Dr. Masashi Takahashi and Dr. 

Naoko Hirai for collecting sample and technical support. 

  I wish  to  thank Associate Professor Dr. Kazushi Asano  and Dr. Kenji 

Teshima, Laboratory  of Veterinary  Surgery, Department Veterinary Medicine, 

78



 
 

 

Nihon University, Assistant  Professor Dr. Makoto  Bonkobara, Department  of 

Veterinary Clinical Pathology, Nippon Veterinary and Life Science University, 

and Dr. Tetsuya Kobayashi, Japan Small Animal Cancer Center, for the generous 

donation of tumor samples. 

The SCADS inhibitor kit III was a gift from the Screening Committee of 

Anticancer Drugs supported by Grant‐in‐Aid for Scientific Research on Priority 

Area  ʺCancerʺ  from  Ministry  of  Education,  Culture,  Sports,  Science  and 

Technology in Japan. 

Finally,  I  would  like  to  thank  my  friends  for  supporting  and 

encouraging me. 

79



 
 

 

References 

 

Akin, C., Jaffe, E.S., Raffeld, M., Kirshenbaum, A.S., Daley, T., Noel, P., Metcalfe, 

D.D., 2002, An  immunohistochemical study of the bone marrow  lesions 

of systemic mastocytosis: expression of stem cell factor by lesional mast 

cells. Am J Clin Pathol 118, 242‐247. 

Bennasroune, A., Gardin, A., Aunis, D., Cremel, G., Hubert, P., 2004, Tyrosine 

kinase  receptors  as  attractive  targets of  cancer  therapy. Crit Rev Oncol 

Hematol 50, 23‐38. 

Bergman, P.J., 2003, Mechanisms of anticancer drug resistance. Vet Clin North 

Am Small Anim Pract 33, 651‐667. 

Blott,  E.J.,  Higgins,  C.F.,  Linton,  K.J.,  1999,  Cysteine‐scanning  mutagenesis 

provides  no  evidence  for  the  extracellular  accessibility  of  the 

nucleotide‐binding  domains  of  the  multidrug  resistance  transporter 

P‐glycoprotein. EMBO J 18, 6800‐6808. 

Bodemer,  C.,  Hermine,  O.,  Palmerini,  F.,  Yang,  Y.,  Grandpeix‐Guyodo,  C., 

Leventhal,  P.S.,  Hadj‐Rabia,  S.,  Nasca,  L.,  Georgin‐Lavialle,  S., 

Cohen‐Akenine, A., Launay, J.M., Barete, S., Feger, F., Arock, M., Catteau, 

B., Sans, B., Stalder, J.F., Skowron, F., Thomas, L., Lorette, G., Plantin, P., 

Bordigoni, P., Lortholary, O., Prost, Y., Moussy, A., Sobol, H., Dubreuil, P., 

2010, Pediatric Mastocytosis Is a Clonal Disease Associated with D(816)V 

and Other Activating c‐KIT Mutations. J Invest Dermatol 130, 804‐815. 

Bradshaw,  J.M.,  2010,  The  Src,  Syk,  and  Tec  family  kinases:  distinct  types  of 

molecular switches. Cell Signal 22, 1175‐1184. 

80



 
 

 

Broudy, V.C., 1997, Stem cell factor and hematopoiesis. Blood 90, 1345‐1364. 

Buitenhuis,  M.,  Coffer,  P.J.,  Koenderman,  L.,  2004,  Signal  transducer  and 

activator of transcription 5 (STAT5). Int J Biochem Cell Biol 36, 2120‐2124. 

Canto, C., Auwerx, J., 2010, AMP‐activated protein kinase and its downstream 

transcriptional pathways. Cell Mol Life Sci 67, 3407‐3423. 

Carnero,  A.,  Blanco‐Aparicio,  C.,  Renner,  O.,  Link, W.,  Leal,  J.F.,  2008,  The 

PTEN/PI3K/AKT signalling pathway in cancer, therapeutic implications. 

Curr Cancer Drug Targets 8, 187‐198. 

Castano,  J., Davalos, V.,  Schwartz,  S.,  Jr., Arango, D.,  2008, EPH  receptors  in 

cancer. Histol Histopathol 23, 1011‐1023. 

Ciavarella, S., Milano, A., Dammacco, F., Silvestris, F., 2010, Targeted therapies 

in cancer. BioDrugs 24, 77‐88. 

Corbacioglu,  S.,  Kilic, M., Westhoff, M.A.,  Reinhardt, D.,  Fulda,  S., Debatin, 

K.M.,  2006,  Newly  identified  c‐KIT  receptor  tyrosine  kinase  ITD  in 

childhood AML induces ligand‐independent growth and is responsive to 

a synergistic effect of imatinib and rapamycin. Blood 108, 3504‐3513. 

Dai, Y., 2010, Platelet‐derived growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors: 

a review of the recent patent literature. Expert Opin Ther Pat 20, 885‐897. 

de Paulis, A., Minopoli, G., Arbustini, E., de Crescenzo, G., Dal Piaz, F., Pucci, P., 

Russo, T., Marone, G., 1999, Stem cell factor is localized in, released from, 

and cleaved by human mast cells. J Immunol 163, 2799‐2808. 

Dobson,  J.M., Scase, T.J., 2007, Advances  in  the diagnosis and management of 

cutaneous mast cell tumours in dogs. J Small Anim Pract 48, 424‐431. 

Downing,  S.,  Chien,  M.B.,  Kass,  P.H.,  Moore,  P.E.,  London,  C.A.,  2002, 

81



 
 

 

Prevalence and  importance of  internal  tandem duplications  in exons 11 

and 12 of c‐kit in mast cell tumors of dogs. Am J Vet Res 63, 1718‐1723. 

Dubreuil, P., Letard, S., Ciufolini, M., Gros, L., Humbert, M., Casteran, N., Borge, 

L., Hajem, B., Lermet, A., Sippl, W., Voisset, E., Arock, M., Auclair, C., 

Leventhal, P.S., Mansfield, C.D., Moussy, A., Hermine, O., 2009, Masitinib 

(AB1010), a potent and selective  tyrosine kinase  inhibitor  targeting KIT. 

PLoS One 4, e7258. 

Galimberti, S., Cervetti, G., Guerrini, F., Testi, R., Pacini, S., Fazzi, R., Simi, P., 

Petrini, M.,  2005, Quantitative molecular monitoring  of  BCR‐ABL  and 

MDR1  transcripts  in  patients  with  chronic  myeloid  leukemia  during 

Imatinib treatment. Cancer Genet Cytogenet 162, 57‐62. 

Gari,  M.,  Goodeve,  A.,  Wilson,  G.,  Winship,  P.,  Langabeer,  S.,  Linch,  D., 

Vandenberghe, E., Peake,  I., Reilly,  J., 1999, c‐kit proto‐oncogene exon 8 

in‐frame deletion plus  insertion mutations  in acute myeloid  leukaemia. 

Br J Haematol 105, 894‐900. 

Gerber, H.P., Malik, A.K., Solar, G.P., Sherman, D., Liang, X.H., Meng, G., Hong, 

K., Marsters, J.C., Ferrara, N., 2002, VEGF regulates haematopoietic stem 

cell  survival  by  an  internal  autocrine  loop  mechanism.  Nature  417, 

954‐958. 

Gil da Costa, R.M., Matos, E., Rema, A., Lopes, C., Pires, M.A., Gartner, F., 2007, 

CD117 immunoexpression in canine mast cell tumours: correlations with 

pathological variables and proliferation markers. BMC Vet Res 3, 19. 

Gilfillan, A.M., Rivera, J., 2009, The tyrosine kinase network regulating mast cell 

activation. Immunol Rev 228, 149‐169. 

82



 
 

 

Gleixner,  K.V.,  Rebuzzi,  L.,  Mayerhofer,  M.,  Gruze,  A.,  Hadzijusufovic,  E., 

Sonneck, K., Vales, A., Kneidinger, M., Samorapoompichit, P., Thaiwong, 

T., Pickl, W.F., Yuzbasiyan‐Gurkan, V., Sillaber, C., Willmann, M., Valent, 

P.,  2007,  Synergistic  antiproliferative  effects  of  KIT  tyrosine  kinase 

inhibitors on neoplastic canine mast cells. Exp Hematol 35, 1510‐1521. 

Hahn, K.A., Ogilvie, G., Rusk, T., Devauchelle, P., Leblanc, A., Legendre, A., 

Powers, B., Leventhal, P.S., Kinet, J.P., Palmerini, F., Dubreuil, P., Moussy, 

A., Hermine, O., 2008, Masitinib is safe and effective for the treatment of 

canine mast cell tumors. J Vet Intern Med 22, 1301‐1309. 

Hartman,  M.,  Piliponsky,  A.M.,  Temkin,  V.,  Levi‐Schaffer,  F.,  2001,  Human 

peripheral  blood  eosinophils  express  stem  cell  factor.  Blood  97, 

1086‐1091. 

Hegedus, C., Ozvegy‐Laczka, C., Apati, A., Magocsi, M., Nemet, K., Orfi, L., 

Keri, G., Katona, M., Takats, Z., Varadi, A., Szakacs, G., Sarkadi, B., 2009, 

Interaction of nilotinib, dasatinib and bosutinib with ABCB1 and ABCG2: 

implications  for  altered  anti‐cancer  effects  and  pharmacological 

properties. Br J Pharmacol 158, 1153‐1164. 

Hess‐Stumpp, H., Haberey, M., Thierauch, K.H.,  2005, PTK  787/ZK  222584,  a 

tyrosine kinase  inhibitor of all known VEGF receptors, represses  tumor 

growth with high efficacy. Chembiochem 6, 550‐557. 

Honjo, Y., Hrycyna, C.A., Yan, Q.W., Medina‐Perez, W.Y., Robey, R.W., van de 

Laar, A., Litman, T., Dean, M., Bates, S.E., 2001, Acquired mutations  in 

the  MXR/BCRP/ABCP  gene  alter  substrate  specificity  in 

MXR/BCRP/ABCP‐overexpressing cells. Cancer. Res. 61, 6635‐6639. 

83



 
 

 

Hu‐Lowe,  D.D.,  Zou,  H.Y.,  Grazzini,  M.L.,  Hallin,  M.E.,  Wickman,  G.R., 

Amundson,  K.,  Chen,  J.H.,  Rewolinski,  D.A.,  Yamazaki,  S., Wu,  E.Y., 

McTigue, M.A., Murray, B.W., Kania, R.S., OʹConnor, P., Shalinsky, D.R., 

Bender, S.L., 2008, Nonclinical antiangiogenesis and antitumor activities 

of  axitinib  (AG‐013736),  an  oral,  potent,  and  selective  inhibitor  of 

vascular endothelial growth factor receptor tyrosine kinases 1, 2, 3. Clin 

Cancer Res 14, 7272‐7283. 

Ishiguro, T., Kadosawa, T., Mori, K., Takagi, S., Okumura, M., Fujinaga, T., 2001, 

Establishment and characterization of a new canine mast cell tumor cell 

line. J Vet Med Sci 63, 1031‐1034. 

Ishizuka,  M.,  Nagai,  S.,  Sakamoto,  K.Q.,  Fujita,  S.,  2007,  Plasma 

pharmacokinetics and CYP3A12‐dependent metabolism of c‐kit inhibitor 

imatinib in dogs. Xenobiotica 37, 503‐513. 

Isotani, M., Ishida, N., Tominaga, M., Tamura, K., Yagihara, H., Ochi, S., Kato, R., 

Kobayashi, T., Fujita, M., Fujino, Y., Setoguchi, A., Ono, K., Washizu, T., 

Bonkobara, M.,  2008,  Effect  of  tyrosine  kinase  inhibition  by  imatinib 

mesylate on mast cell tumors in dogs. J Vet Intern Med 22, 985‐988. 

Jost,  L.M.,  Gschwind, H.P.,  Jalava,  T., Wang,  Y.,  Guenther,  C.,  Souppart,  C., 

Rottmann, A., Denner, K., Waldmeier, F., Gross, G., Masson, E., Laurent, 

D., 2006, Metabolism and disposition of vatalanib (PTK787/ZK‐222584) in 

cancer patients. Drug Metab Dispos 34, 1817‐1828. 

Kisseberth, W.C.,  Murahari,  S.,  London,  C.A.,  Kulp,  S.K.,  Chen,  C.S.,  2008, 

Evaluation of  the effects of histone deacetylase  inhibitors on  cells  from 

canine cancer cell lines. Am J Vet Res 69, 938‐945. 

84



 
 

 

Kitazaki,  T.,  Oka,  M.,  Nakamura,  Y.,  Tsurutani,  J.,  Doi,  S.,  Yasunaga,  M., 

Takemura, M.,  Yabuuchi,  H.,  Soda,  H.,  Kohno,  S.,  2005,  Gefitinib,  an 

EGFR  tyrosine  kinase  inhibitor,  directly  inhibits  the  function  of 

P‐glycoprotein  in  multidrug  resistant  cancer  cells.  Lung  Cancer  49, 

337‐343. 

Konopatskaya, O., Poole, A.W., 2010, Protein kinase Calpha: disease  regulator 

and therapeutic target. Trends Pharmacol Sci 31, 8‐14. 

Letard,  S.,  Yang,  Y.,  Hanssens,  K.,  Palmerini,  F.,  Leventhal,  P.S.,  Guery,  S., 

Moussy, A., Kinet, J.P., Hermine, O., Dubreuil, P., 2008, Gain‐of‐function 

mutations in the extracellular domain of KIT are common in canine mast 

cell tumors. Mol Cancer Res 6, 1137‐1145. 

Liao, A.T., Chien, M.B., Shenoy, N., Mendel, D.B., McMahon, G., Cherrington, 

J.M.,  London,  C.A.,  2002,  Inhibition  of  constitutively  active  forms  of 

mutant kit by multitargeted indolinone tyrosine kinase inhibitors. Blood 

100, 585‐593. 

Lin, T.Y., Bear, M., Du, Z., Foley, K.P., Ying, W., Barsoum,  J., London, C., 2008, 

The  novel  HSP90  inhibitor  STA‐9090  exhibits  activity  against 

Kit‐dependent  and  ‐independent  malignant  mast  cell  tumors.  Exp 

Hematol 36, 1266‐1277. 

Lin, T.Y., Fenger, J., Murahari, S., Bear, M.D., Kulp, S.K., Wang, D., Chen, C.S., 

Kisseberth, W.C., London, C.A.,  2010, AR‐42,  a novel HDAC  inhibitor, 

exhibits  biologic  activity  against  malignant  mast  cell  lines  via 

down‐regulation of constitutively activated Kit. Blood 115, 4217‐4225. 

Lin, T.Y., Thomas, R., Tsai, P.C., Breen, M., London, C.A., 2009, Generation and 

85



 
 

 

characterization  of  novel  canine  malignant  mast  cell  line  CL1.  Vet 

Immunol Immunopathol 127, 114‐124. 

Linger,  R.M.,  Keating,  A.K.,  Earp,  H.S.,  Graham,  D.K.,  2008,  TAM  receptor 

tyrosine kinases: biologic  functions, signaling, and potential  therapeutic 

targeting in human cancer. Adv Cancer Res 100, 35‐83. 

Lok, W., Klein, R.Q., Saif, M.W., 2010, Aurora kinase  inhibitors as anti‐cancer 

therapy. Anticancer Drugs 21, 339‐350. 

London,  C.A.,  2009,  Tyrosine  kinase  inhibitors  in  veterinary  medicine.  Top 

Companion Anim Med 24, 106‐112. 

London, C.A., Galli, S.J., Yuuki, T., Hu, Z.Q., Helfand, S.C., Geissler, E.N., 1999, 

Spontaneous canine mast cell tumors express tandem duplications in the 

proto‐oncogene c‐kit. Exp Hematol 27, 689‐697. 

London, C.A., Kisseberth, W.C., Galli,  S.J., Geissler, E.N., Helfand,  S.C.,  1996, 

Expression of stem cell factor receptor (c‐kit) by the malignant mast cells 

from spontaneous canine mast cell tumours. J Comp Pathol 115, 399‐414. 

London,  C.A.,  Malpas,  P.B.,  Wood‐Follis,  S.L.,  Boucher,  J.F.,  Rusk,  A.W., 

Rosenberg, M.P., Henry, C.J., Mitchener, K.L., Klein, M.K., Hintermeister, 

J.G.,  Bergman,  P.J.,  Couto,  G.C., Mauldin,  G.N., Michels,  G.M.,  2009, 

Multi‐center, placebo‐controlled, double‐blind, randomized study of oral 

toceranib phosphate  (SU11654), a  receptor  tyrosine kinase  inhibitor,  for 

the  treatment  of dogs with  recurrent  (either  local  or distant) mast  cell 

tumor following surgical excision. Clin Cancer Res 15, 3856‐3865. 

Ma, Y., Longley, B.J., Wang, X., Blount,  J.L., Langley, K., Caughey, G.H., 1999, 

Clustering  of  activating  mutations  in  c‐KITʹs  juxtamembrane  coding 

86



 
 

 

region in canine mast cell neoplasms. J Invest Dermatol 112, 165‐170. 

Mahon, F.X., Belloc, F., Lagarde, V., Chollet, C., Moreau‐Gaudry, F., Reiffers, J., 

Goldman,  J.M.,  Melo,  J.V.,  2003,  MDR1  gene  overexpression  confers 

resistance  to  imatinib mesylate  in  leukemia cell  line models. Blood 101, 

2368‐2373. 

Malone,  E.K.,  Rassnick,  K.M.,  Wakshlag,  J.J.,  Russell,  D.S.,  Al‐Sarraf,  R., 

Ruslander,  D.M.,  Johnson,  C.S.,  Trump,  D.L.,  2010,  Calcitriol 

(1,25‐dihydroxycholecalciferol)  enhances  mast  cell  tumour 

chemotherapy and receptor tyrosine kinase inhibitor activity in vitro and 

has  single‐agent  activity  against  spontaneously  occurring  canine mast 

cell tumours. Vet Comp Oncol 8, 209‐220. 

Manley,  P.W.,  Cowan‐Jacob,  S.W.,  Buchdunger,  E.,  Fabbro,  D.,  Fendrich,  G., 

Furet, P., Meyer, T., Zimmermann, J., 2002, Imatinib: a selective tyrosine 

kinase inhibitor. Eur J Cancer 38 Suppl 5, S19‐27. 

Mateos, M.V.,  San Miguel,  J.F.,  2007,  Bortezomib  in multiple myeloma.  Best 

Pract Res Clin Haematol 20, 701‐715. 

Miettinen,  M.,  Lasota,  J.,  2006,  Gastrointestinal  stromal  tumors:  review  on 

morphology, molecular pathology, prognosis, and differential diagnosis. 

Arch Pathol Lab Med 130, 1466‐1478. 

Miyoshi, N., Tojo, E., Oishi, A., Fujiki, M., Misumi, K., Sakamoto, H., Kameyama, 

K.,  Shimizu,  T.,  Yasuda,  N.,  2002,  Immunohistochemical  detection  of 

P‐glycoprotein (PGP) and multidrug resistance‐associated protein (MRP) 

in canine cutaneous mast cell tumors. J Vet Med Sci 64, 531‐533. 

Morini, M.,  Bettini,  G.,  Preziosi,  R., Mandrioli,  L.,  2004,  C‐kit  gene  product 

87



 
 

 

(CD117)  immunoreactivity  in  canine  and  feline  paraffin  sections.  J 

Histochem Cytochem 52, 705‐708. 

Nakaichi, M.,  Takeshita,  Y.,  Okuda, M., Nakamoto,  Y.,  Itamoto,  K.,  Une,  S., 

Sasaki, N., Kadosawa, T., Takahashi, T., Taura, Y., 2007, Expression of the 

MDR1 gene and P‐glycoprotein in canine mast cell tumor cell lines. J Vet 

Med Sci 69, 111‐115. 

Ohmori, K., Kawarai, S., Yasuda, N., Tanaka, A., Matsuda, H., Nishimura, R., 

Sasaki,  N.,  Tsujimoto,  H.,  Masuda,  K.,  2008,  Identification  of  c‐kit 

mutations‐independent neoplastic cell proliferation of canine mast cells. 

Vet Immunol Immunopathol 126, 43‐53. 

Owen, L.N., 1989, World Health Organization TNM Classification of Tumours 

in Domestic Animals,  In:   Withrow,  S.J., MacEven, E.G.  (Eds.) Clinical 

Veterinary Oncology 1st ed. J. B. Lippincott, Philadelphia, pp. 448‐489. 

Patnaik, A.K.,  Ehler, W.J., MacEwen,  E.G.,  1984,  Canine  cutaneous mast  cell 

tumor: morphologic grading and survival time in 83 dogs. Vet Pathol 21, 

469‐474. 

Peter, B., Hadzijusufovic, E., Blatt, K., Gleixner, K.V., Pickl, W.F., Thaiwong, T., 

Yuzbasiyan‐Gurkan,  V.,  Willmann,  M.,  Valent,  P.,  2010,  KIT 

polymorphisms  and mutations determine  responses of neoplastic mast 

cells to bafetinib (INNO‐406). Exp Hematol 38, 782‐791. 

Pithavala, Y.K., Tortorici, M., Toh, M., Garrett, M., Hee, B., Kuruganti, U., Ni, G., 

Klamerus,  K.J.,  2010,  Effect  of  rifampin  on  the  pharmacokinetics  of 

Axitinib  (AG‐013736)  in  Japanese  and  Caucasian  healthy  volunteers. 

Cancer Chemother. Pharmacol. 65, 563‐570. 

88



 
 

 

Porter,  J.R.,  Fritz,  C.C.,  Depew,  K.M.,  2010,  Discovery  and  development  of 

Hsp90  inhibitors:  a  promising  pathway  for  cancer  therapy. Curr Opin 

Chem Biol 14, 412‐420. 

Preziosi, R., Morini, M., Sarli, G., 2004, Expression of the KIT protein (CD117) in 

primary  cutaneous mast  cell  tumors of  the dog.  J Vet Diagn  Invest 16, 

554‐561. 

Pryer, N.K., Lee, L.B., Zadovaskaya, R., Yu, X., Sukbuntherng,  J., Cherrington, 

J.M., London, C.A., 2003, Proof of  target  for SU11654:  inhibition of KIT 

phosphorylation  in  canine  mast  cell  tumors.  Clin  Cancer  Res  9, 

5729‐5734. 

Quintas‐Cardama,  A.,  Kantarjian,  H.M.,  Cortes,  J.E.,  2009,  Mechanisms  of 

primary  and  secondary  resistance  to  imatinib  in  chronic  myeloid 

leukemia. Cancer Control 16, 122‐131. 

Rebuzzi, L., Willmann, M., Sonneck, K., Gleixner, K.V., Florian, S., Kondo, R., 

Mayerhofer,  M.,  Vales,  A.,  Gruze,  A.,  Pickl,  W.F.,  Thalhammer,  J.G., 

Valent, P., 2007, Detection of vascular endothelial growth  factor  (VEGF) 

and  VEGF  receptors  Flt‐1  and  KDR  in  canine mastocytoma  cells.  Vet 

Immunol Immunopathol 115, 320‐333. 

Reguera, M.J., Rabanal, R.M., Puigdemont, A., Ferrer, L., 2000, Canine mast cell 

tumors express stem cell factor receptor. Am J Dermatopathol 22, 49‐54. 

Roskoski, R.,  Jr., 2005a, Signaling by Kit protein‐tyrosine kinase‐‐the  stem cell 

factor receptor. Biochem Biophys Res Commun 337, 1‐13. 

Roskoski,  R.,  Jr.,  2005b,  Structure  and  regulation  of  Kit  protein‐tyrosine 

kinase‐‐the stem cell factor receptor. Biochem Biophys Res Commun 338, 

89



 
 

 

1307‐1315. 

Santos,  S.C., Dias,  S.,  2004,  Internal  and  external  autocrine VEGF/KDR  loops 

regulate survival of subsets of acute leukemia through distinct signaling 

pathways. Blood 103, 3883‐3889. 

Scharpfenecker, M., Fiedler, U., Reiss, Y., Augustin, H.G., 2005, The Tie‐2 ligand 

angiopoietin‐2  destabilizes  quiescent  endothelium  through  an  internal 

autocrine loop mechanism. J Cell Sci 118, 771‐780. 

Schrickx, J.A., Fink‐Gremmels, J., 2008, Implications of ABC transporters on the 

disposition of typical veterinary medicinal products. Eur J Pharmacol 585, 

510‐519. 

Shapiro,  G.I.,  2006,  Cyclin‐dependent  kinase  pathways  as  targets  for  cancer 

treatment. J Clin Oncol 24, 1770‐1783. 

Shin, I.S., Nam, M.J., Park, S.J., Youn, H.Y., Han, H.R., 2001, Cloning of canine 

GM‐CSF and SCF genes. J Vet Sci 2, 159‐166. 

Shull, R.M., Suggs, S.V., Langley, K.E., Okino, K.H., Jacobsen, F.W., Martin, F.H., 

1992,  Canine  stem  cell  factor  (c‐kit  ligand)  supports  the  survival  of 

hematopoietic  progenitors  in  long‐term  canine  marrow  culture.  Exp 

Hematol 20, 1118‐1124. 

Siu,  Y.T.,  Jin,  D.Y.,  2007,  CREB‐‐a  real  culprit  in  oncogenesis.  FEBS  J  274, 

3224‐3232. 

Takahashi, T., Kitani, S., Nagase, M., Mochizuki, M., Nishimura, R., Morita, Y., 

Sasaki,  N.,  2001,  IgG‐mediated  histamine  release  from  canine 

mastocytoma‐derived cells. Int Arch Allergy Immunol 125, 228‐235. 

Tang, F., Ouyang, H., Yang, J.Z., Borchardt, R.T., 2004, Bidirectional transport of 

90



 
 

 

rhodamine  123  and Hoechst  33342,  fluorescence probes  of  the binding 

sites on P‐glycoprotein,  across MDCK‐MDR1  cell monolayers.  J Pharm 

Sci 93, 1185‐1194. 

Tsai, K.L., Guyon, R., Murphy, K.E.,  2003,  Identification  of  isoforms  and RH 

mapping of canine KIT. Cytogenet Genome Res 102, 261‐263. 

Tse, A.N., Carvajal, R., Schwartz, G.K., 2007, Targeting checkpoint kinase 1  in 

cancer therapeutics. Clin Cancer Res 13, 1955‐1960. 

Webster, J.D., Kiupel, M., Kaneene, J.B., Miller, R., Yuzbasiyan‐Gurkan, V., 2004, 

The use of KIT and  tryptase expression patterns as prognostic  tools  for 

canine cutaneous mast cell tumors. Vet Pathol 41, 371‐377. 

Webster,  J.D.,  Kiupel,  M.,  Yuzbasiyan‐Gurkan,  V.,  2006a,  Evaluation  of  the 

kinase  domain  of  c‐KIT  in  canine  cutaneous  mast  cell  tumors.  BMC 

Cancer 6, 85. 

Webster,  J.D.,  Yuzbasiyan‐Gurkan,  V.,  Kaneene,  J.B.,  Miller,  R.,  Resau,  J.H., 

Kiupel, M.,  2006b,  The  role  of  c‐KIT  in  tumorigenesis:  evaluation  in 

canine cutaneous mast cell tumors. Neoplasia 8, 104‐111. 

Webster,  J.D.,  Yuzbasiyan‐Gurkan, V., Miller,  R.A., Kaneene,  J.B., Kiupel, M., 

2007,  Cellular  proliferation  in  canine  cutaneous  mast  cell  tumors: 

associations with  c‐KIT  and  its  role  in  prognostication. Vet  Pathol  44, 

298‐308. 

Webster,  J.D., Yuzbasiyan‐Gurkan, V., Thamm, D.H., Hamilton, E., Kiupel, M., 

2008,  Evaluation  of  prognostic  markers  for  canine  mast  cell  tumors 

treated with vinblastine and prednisone. BMC Vet Res 4, 32. 

Welker, P., Grabbe,  J., Gibbs, B., Zuberbier, T., Henz, B.M., 1999, Human mast 

91



 
 

 

cells  produce  and  differentially  express  both  soluble  and 

membrane‐bound stem cell factor. Scand J Immunol 49, 495‐500. 

Welle,  M.M.,  Bley,  C.R.,  Howard,  J.,  Rufenacht,  S.,  2008,  Canine  mast  cell 

tumours: a  review of  the pathogenesis, clinical  features, pathology and 

treatment. Vet Dermatol 19, 321‐339. 

Yuzawa,  S., Opatowsky, Y., Zhang, Z., Mandiyan, V.,  Lax,  I.,  Schlessinger,  J., 

2007, Structural basis for activation of the receptor tyrosine kinase KIT by 

stem cell factor. Cell 130, 323‐334. 

Zemke,  D.,  Yamini,  B.,  Yuzbasiyan‐Gurkan,  V.,  2002,  Mutations  in  the 

juxtamembrane domain of c‐KIT are associated with higher grade mast 

cell tumors in dogs. Vet Pathol 39, 529‐535. 

Zhou,  S.F.,  2008,  Structure,  function  and  regulation  of P‐glycoprotein  and  its 

clinical relevance in drug disposition. Xenobiotica 38, 802‐832. 

92



Table 1. Genetic statuses of KIT in canine mast cell tumor cell lines
Cell lines KIT  mutation* Amino acid change Mutated exon Mutated domain
HRMC 159 (C → T) - - -

507 (A → G) - - -

VIMC1 1275 (A → G) - - -
1523 (A → T) Asn508Ile Exon 9 Extracellular

CoMS1 1275 (A → G) - - -
1523 (A → T) Asn508Ile Exon 9 Extracellular

CMMC1
Variant A 159 (C → T) - - -

507 (A → G) - - -
763-765Del CAG 255Del Gln Exon 5 Extracellular

Variant B 282 (A → G) - - -
1243 (A → G) Lys415Glu Exon 8 Extracellular
1275 (A → G) - - -
ITD1718-1771 ITD573-590 Exon 11 Juxtamembrane

Variant C 1275 (A → G) - - -
1521-1522Ins T Nonsense mutation Exon 9 Extracellular

* Compared with the sequence of normal canine KIT (Genbank accession no. AY313776)

93



Table 2. IC50 values for the tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in the canine MCT cell lines.
Cell lines                              IC50 of TKI

Axitinib Imatinib Masitinib Vatalanib
HRMC > 10 μM > 10 μM 8.4 μM > 10 μM
CMMC1 9.0 nM 42.3 nM 52.1 nM 549.4 nM
VIMC1 4.4 nM 157.8 nM 133.7 nM 611.3 nM
VIMC1 + CsA 3.1 nM 91.3 nM 58.7 nM 472.7 nM
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Table 3. Nucleotide sequences of RT-PCR primers.
Gene Primer Sequence (5'-3') Amplicon size (bp)
VEGFR1 Forward ATCTGCCTGTGGAAGGAATG 550

Reverse TCTTGTGTTCAAGGCAGTGG

VEGFR2 Forward CACGGAGTTGAGCTGTCTGTTGGA 466
Reverse CTCACTTCCATAATCGTCAGG

VEGFR3 Forward GAAGAATAAGACGGTGAGCAAGCT 301
Reverse CACGTTTTTGCAGTCGAGCA

CSF1R Forward AGTTCACCGAGACCCAGGGCTACCAAT 471
Reverse CACCTTGACTTGGAGATCGAC

PDGFRα Forward CTACATCGGCGTCACCTACAAAA 303
Reverse GAAGCTGTCCTCTACCAGGTCTGA

PDGFR β Forward CCTTGGTGGTTCTCACAATCATCT 301
Reverse GCTGTGGATTTCAGCATCTTGACT

EPHA2 Forward CCTTGTCAACAGCAACCTGGTC 315
Reverse ATAAGCTGGTAGATGGCGGAGG

FLT3 Forward AAAGAGAGGCTCTCATGTCTGAACTC 301
Reverse CCTGAGATGTGATCCAAGTCCTG

RET Forward TGACTCCCTGCTTTATGACGATG 305
Reverse CCCTTGTGAGTCCATTACCTTTCA

EGFR Forward AGGTCTTGAAGGCTGTGCAAAAC 305
Reverse GGATCCAGAGTCCCTTGTACACTG

SRC Forward AAGTCAGATGTGTGGTCCTTTGG 250
Reverse GGCTCGGTGGATGTGAAGTAGT

YES Forward CAATCAAATGGACAGCTCCTGAG 310
Reverse GGTACTGTGGCTCTGTAGCAGTGA

LCK Forward GAAGAGCGGAATTATATCCACCG 301
Reverse CCTCGTTCCAGGTTCTGAATCA

FYN Forward GTGTGAACTCTTCATCTCATACCGG 303
Reverse CAAAGGACAAAAGCTGTCGCTC
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Table 4. The mRNAs detected with RT-PCR and phosphorylated kinases assessed by ARY001 and ARY003 in canine MCT cell lines.
 The RTKs and non-receptor kinases are represented in each upper and under row, respectively.
Cell lines Expressed mRNAs Phosphorylated kinases
HRMC VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR α , FLT3, RET, EGFR VEGFR2, EGFR, DTK, InsulinR, EPHB6

 SRC, YES, LCK, FYN  p38α, JNK, AMPKα1, AKT, CREB, STAT5a, STAT5b

VIMC1 VEGFR2, VEGFR3, PDGFR α VEGFR2, DTK, EPHB6
 SRC, YES, LCK, FYN  AMPKα1, AMPKα2, CREB, STAT5a, STAT5b

CMMC1 VEGFR2, VEGFR3, PDGFR α DTK, EPHB6
 SRC, YES, LCK, FYN  p38α, AMPKα1, CREB, STAT5a, STAT5b
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Table 5. The viability of the canine MCT cell lines cultured with 1 μM of the inhibitors supplied in SCADS inhibitor kit III.
  The viability of less than 50% are indicated by boldface.  Data represent the mean of triplicate culture.
Targets Inhibitor Viability (% of control) Targets Inhibitor Viability (% of control)

HRMC VIMC1 CMMC1 HRMC VIMC1 CMMC1
AK ABT-702 101.8 89.0 84.0 GSK Indirubin-3'-monoxime 105.1 91.1 85.5
AKT Akt Inhibitor IV 31.9 96.3 83.9 HER2 AG825 84.7 86.8 94.6
AKT Akt Inhibitor VIII 87.9 86.4 81.9 IGF-IR AG1024 90.1 93.0 88.1
AKT Akt Inhibitor XI 96.9 94.3 80.3 IGF-IR AGL 2263 79.5 97.1 89.3
AMPK Compound C 95.7 10.7 10.9 IKK BMS-345541 80.7 88.9 85.7
ATM ATM/ATR kinase inhibitor 98.0 93.8 96.0 IKK IKK-2 inhibitor VI 90.9 75.5 54.2
ATM ATM kinase inhibitor 98.9 93.6 99.8 IRAK IRAK-1/4 inhibitor 95.3 88.7 78.1
Aurora/CDK Aurora kinase/cdk inhibitor 74.8 91.1 78.9 JAK JAK Inhibitor I 83.5 63.2 41.4
Aurora Aurora kinase inhibitor II 92.6 88.9 69.9 JAK JAK3 Inhibitor VI 65.2 62.3 38.9
Aurora Aurora kinase inhibitor III 45.3 93.9 63.4 JNK SP600125 96.2 87.3 86.2
Bcr-abl AG957 97.1 93.4 83.1 JNK JNK inhibitor VIII 97.3 85.9 84.5
BTK LFM-A13 91.4 88.0 84.8 Lck Damnacanthal 92.0 92.0 81.8
BTK Terreic acid 96.0 91.7 84.3 Lck PP2 88.4 64.7 45.3
CAMKII KN-93 96.6 91.3 87.7 MAPK ERK inhibitor II 88.0 91.8 93.5
CAMKII KN-62 91.9 87.2 99.1 MEK PD98059 98.6 83.2 83.5
CAMKII Lavendustin C 97.9 94.4 92.5 MEK U-0126 92.9 93.8 102.2
CDK Kenpaullone 106.4 95.4 87.2 MEK MEK inhibitor I 103.6 93.3 94.1
CDK Purvalanol A 90.9 92.5 83.6 Met SU11274 77.5 79.0 84.5
CDK Olomoucine 92.9 94.8 89.8 MLCK ML-7 60.5 94.1 86.7
CDK/GSK3b Alsterpaullone, 2-cyanoethyl 32.4 66.8 33.8 p38 SB202190 86.2 93.7 89.4
CDK Cdk1/2 inhibitor III 11.0 70.3 38.1 p38 SB239063 75.4 91.0 83.3
CDK Cdk2/9 inhibitor 19.4 57.1 45.8 PDGFR AG1296 91.7 74.7 60.6
CDK NU6102 95.4 90.6 89.1 Multi-target* SU11652 75.5 7.3 10.1
CDK Cdk4 inhibitor 91.6 77.7 81.7 PDGFR PDGF RTK inhibitor V 95.0 76.2 75.5
CDK NSC625987 100.0 89.5 88.6 PDGFR PDGF RTK inhibitor IV 10.5 7.1 10.0
Chk SB218078 40.0 31.4 21.9 PI3K LY-294002 88.1 89.2 87.2
Chk Isogranulatimide 103.0 80.4 76.4 PI3K/MLCK Wortmannin 87.5 82.3 53.1
Chk Chk2 inhibitor 82.2 90.7 85.1 PKA H-89 85.8 85.6 81.1
Chk Chk2 inhibitor II 83.6 89.5 87.3 PKA 4-cyano-3-methylisoquinoline 86.1 90.1 89.6
CK Ellagic acid (Dihydrate) 95.8 90.7 84.6 PKC Bisindolymaleimide I, HCl 49.8 82.5 75.5
CK TBB 101.0 89.4 95.8 PKC Go7874 48.4 57.6 51.6
CK DMAT 107.9 96.3 97.1 PKG Rp-8-CPT-cGMPS 94.8 91.4 98.1
CK D4476 83.6 93.4 89.4 PKG KT5823 105.0 93.8 108.6
Clk TG003 89.1 92.0 83.9 PKR PKR inhibitor 66.5 28.5 20.5
DGK Diacylglycerol kinase inhibitor 91.2 94.1 83.2 Raf RAF1 kinase inhibitor I 96.6 92.8 88.8
DNA-PK IC60211 80.8 88.4 87.1 Raf ZM 336372 91.6 48.4 13.5
eEF2 TX-1918 85.9 90.4 58.8 ROCK H-1152 64.0 78.4 80.9
EGFR BPIQ-Ⅱ 98.3 93.5 93.8 ROCK Y-27632 85.9 85.9 93.7
EGFR AG1478 96.6 92.0 98.2 Hsp90 Radicicol 36.8 8.3 11.7
EGFR AG490 95.7 99.7 103.9 Src PP1 analog 97.5 88.7 96.4

SU4984 91.5 11.9 18.7 Syk Syk inhibitor 95.8 82.0 98.1
TGF-bRI SB431542 91.2 93.9 95.0

FGFR SU5402 90.7 93.1 79.0 TGF-bRI TGF-b RI kinase inhibitor II 84.7 93.4 106.5
Flt-3 Flt-3 Inhibitor 99.9 71.7 38.6 Tpl2 Tpl2 kinase inhibitor 92.2 93.3 83.3
Fms cFMS RTK Inhibitor 83.6 88.5 84.0 TrKA TrkA inhibitor 88.2 78.1 67.5
Fyn SU6656 93.6 80.6 75.0 VEGFR/c-KIT VEGFR RTK inhibitor II 92.7 10.3 11.2
GSK GSK-3 inhibitor IX 105.6 50.1 44.1 VEGFR VEGF recptor 2 kinase 97.4 86.8 100.1
GSK 1-Azakenpaullone 114.2 99.1 96.1 VEGFR SU1498 97.0 92.2 107.8
* The targets of SU11652 are PDGFR, VEGFR, FGFR and c-Kit receptor

FGFR/PDGFR/
InsulinR
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Table 6.  Profiles of the 36 canine MCT samples obtained from 33 patients.
 In three dogs (C9, 14, 31), the tumor samples were collected twice.
No. Breed Age Sex Grade
C1 Miniature pinscher 10y7m Female I
C2 Golden retriever 7y8m Spayed female I
C3 Mixed breed 12y5m Spayed female I
C4 Labrador retriever 10y Castrated male II
C5 Mixed breed 11y NA II
C6 Golden retriever 8y9m Spayed female II
C7 Labrador retriever 8y2m Female II
C8 Mixed breed 6y5m Castrated male II
C9 American cocker spaniel 9y2m Male II
C9-2 - 10y3m Male II
C10 Labrador retriever 10y9m Spayed female II
C11 Miniature dachshund 10y10m Male II
C12 American cocker spaniel 13y Female II
C13 Pug 10y8m Spayed female II
C14 Shiba inu 12y10m Female II
C14-2 - 13y1m Female II
C15 Mixed breed 10y6m Male II
C16 Shetland sheepdog 10y11m Female II
C17 Papillon 9y9m Female II
C18 Miniature schnauzer 4y11m Female II
C19 French bulldog 11y5m Male II
C20 Shetland sheepdog 14y5m Female II
C21 Mixed breed 13y5m Spayed female II
C22 Mixed breed 12y8m Castrated male II
C23 Mixed breed 10y4m Castrated male II
C24 Shiba inu 10y9m Male II
C25 Mixed breed 14y4m Spayed female II
C26 Mixed breed 13y1m Female II
C27 Bernese mountain dog 6y7m Female III
C28 Labrador retriever 8y11m Spayed female III
C29 Shih tzu 14y2m Spayed female III
C30 American cocker spaniel 9y Male III
C31 Miniature schnauzer 6y4m Male III
C31-2 - 6y10m Male III
C32 Pembroke welsh corgi 5y7m Spayed female III
C33 Mixed breed 11y9m Spayed female III
Abbreviations, y: years, m: months, NA: not available.
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Table 7. Summary of mutaions in the KIT  fouund in canine MCT cases.
KIT   mutation* Amino acid change No. Dogs (% of Total)

Exon 2
 321-343Del 23 Nonsense mutation 1 (3.0%)

Exon 5
 763-765Del CAG 255Del Gln 16 (48.5%)

Exon 6-7
 935-1240Del 306** 312-413Del 102, Thr414Ala 1 (3.0%)

Exon 9-10
 1537-1538Ins 12 512-513Ins 4 5 (15.2%)

Exon 11
 1672-1674Del TTG 558Del Val 1 (3.0%)

 1724 (T → C) Leu575Pro 1 (3.0%)

 ITD1714-1758 ITD572-586 1 (3.0%)

 ITD1726-1770 ITD576-590 1 (3.0%)

 ITD1718-1765 ITD573-588 1 (3.0%)

 ITD1709-1738 ITD570-579 1 (3.0%)

 ITD1714-1770 ITD572-590 1 (3.0%)

 Total ITD 5 (15.2%)
* Compared with the sequence of normal canine KIT
 (Genbank accession no. AY313776)
** Complete deletion of exons 6 and 7
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Table 8. Single nucleotide substitutions of KIT  which led to
 no amino acid change observed in canine MCT cases. 
KIT   substitution* Amino acid change No. Dogs (% of Total)

21(C → A) - 1 (3.0%)

159 (C → T) - 7 (21.2%)

414 (C → T) - 4 (12.1%)

507 (A → G) - 8 (24.2%)

1275 (A → G) - 20 (60.6%)

1731 (C → T) - 7 (21.2%)

1809 (T → C) - 1 (3.0%)

1971 (A → G) - 1 (3.0%)

2355 (G → A) - 1 (3.0%)
* Compared with the sequence of normal canine KIT
 (Genbank accession no. AY313776).
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Figure legends 

 

Fig. 1. The gross, cytological and histopathological images of canine MCT.  Multiple 

nodules of MCT over the face (A) and the breast skin (B).  (C) A cytological 

finding of well-differentiated canine MCT cells.  The tumor cells contain a 

round nucleus with dense chromatin pattern and an abundance of fine 

cytoplasmic granules.  (D) Histopathological finding of well-differentiated 

canine MCT.  Note that tumor cells are loosely arranged and separated by 

collagen bundle.  They show mild anisocytosis.  (E) A cytological finding of 

poorly-differentiated canine MCT.  The tumor cells possess round to oval 

nucleus with a fine chromatin pattern and moderately basophilic cytoplasm 

containing a few granules.  The cells show marked anisocytosis and occasional 

bi-nucleation.  (F) A histopathological finding of poorly-differentiated canine 

MCT.  The tumor cell shows marked anisocytosis, marked anisokaryosis and 

bi-nucleation. 

 

Fig. 2. The organization of normal canine c-Kit receptor (A) and the correlation 

between each domain of c-Kit receptor and exons of KIT mRNA (B).  TM: 

Transmembrane domain, JM; Juxtamembrane domain, TK1: Proximal kinase 

domain, KI: Kinase insert domain, TK2: Distal kinase domain. 

 

Fig. 3. The conceptual schemes of molecular targeted therapy for cancer.  

Conventional anticancer agents injure both tumor and normal cells (A).  In 

contrast, molecular targeted agents show the selectivity for tumor cells as 
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compared to normal cells (B).  (C) The candidate target molecules in tumor 

cells. 

 

Fig. 4. The result of Western blotting analyses of c-Kit receptor, phosphorylated c-Kit 

receptor (p-Kit) and β-actin in the cell lysate of canine MCT cell lines.  The 

c-Kit receptor and phosphorylated c-Kit receptor are detected in all the cell lines.  

Phosphorylation of c-Kit receptor in CMMC1 is higher than those of other cell 

lines. 

 

Fig. 5. The effect of SCF stimulation on c-Kit receptor phosphorylation in HRMC (A), 

VIMC1 (B), CoMS1 (C) and CMMC1 cells (D).  In HRMC, VIMC1 and 

CoMS1 cells, the addition of rcSCF enhances phosphorylation of a mature form 

of c-Kit receptor.  In contrast, no enhancement of phosphorylation of c-Kit 

receptor is observed in CMMC1 cells.  Phosphorylated c-Kit receptor is 

abbreviated as p-Kit. 

 

Fig. 6. The effect of SCF stimulation on proliferation in HRMC (A), VIMC1 (B), 

CoMS1 (C) and CMMC1 cells (D).  A maximum of 500 ng/ml rcSCF 

supplementation have no effect on proliferation of all cell lines.  HRMC, 

VIMC1 and CoMS1 cells can grow in serum-free AIM-V medium while 

CMMC1 cells can hardly grow.  The data represents mean + S. D. of triplicate 

independent experiments. 

 

Fig. 7. The results of SCF expression analyses in canine MCT cell lines.  (A) RT-PCR 
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for SCF reveals the presence of SCF mRNA in all cell lines.  Both soluble and 

membrane-bound forms are detected in HRMC, VIMC1 and CMMC1 cells 

while only a soluble form is detected in CoMS1 cells.  (B) SCF protein is 

detected in the cell lysate of only HRMC cells by Western blotting analysis.  

The native form of SCF has been cleaved proteolytically and shrinks as the 

mature conformation.  The molecular weight of SCF protein in HRMC cells is 

larger than that of rcSCF.  While rcSCF takes the mature form, SCF of HRMC 

cells can be in the native form.  (C) SCF protein is undetectable in both 

unconcentrated and a hundredfold concentrated culture supernatants of HRMC 

cells by Western blotting analysis.  The anti-canine SCF antibody can detect 

more than 100 ng/ml of SCF. 

 

Fig. 8. The results of inhibitory effect of anti-SCF antibody and Dasatinib on c‐Kit 

receptor phosphorylation in HMRC cells.  (A) A maximum of 1,000 ng/ml of 

anti-canine SCF antibody (an external SCF inhibitor) showed no inhibitory 

effect on c-Kit receptor phosphorylation.  (B) By contrast, a tyrosine kinase 

inhibitor, Dasatinib (an internal inhibitor) can inhibit c-Kit receptor 

phosphorylation in a dose dependant manner.  

 

Fig. 9. The results of MDR1 mRNA and ABCB1 protein expression analyses in canine 

MCT cell lines.  (A) RT-PCR for MDR1 reveals the presence of MDR1 mRNA 

in both CMMC1 and VIMC1 cells, whereas not in HRMC cells.  The 

expression of the mRNA in VIMC1 cells is higher than that in CMMC1 cells.  

(B) The mature and immature forms of ABCB1 protein are consistently detected 
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in both CMMC1 and VIMC1 cells by western blotting analysis, whereas slightly 

in HRMC cells. 

  

Fig. 10. The histogram data of Rh123 accumulation by flowcytometry in HRMC (A), 

CMMC1 (B) and VIMC1 (C).  The curves with black and white area represent 

fluorescent intensity of the cells incubated with Rh123 and with Rh123 

following CsA (Rh123+CsA), respectively.  The curves with gray area 

represent untreated controls.  The mean fluorescent intensity (MFI) of both 

HRMC and CMMC1 cells cultured with Rh123 are similar to those of the cells 

cultured with Rh123 followed by CsA.  In contrast, the MFI of VIMC1 cells 

cultured with Rh123 is lower than that of the cells cultured with Rh123 followed 

by CsA.  The transverse axes represent fluorescence intensity (FL1) and the 

vertical axes represent number of the cells. 

 

Fig. 11. The effect of the TKIs on cell proliferation in canine MCT cell lines.  Cell 

proliferation of HRMC (A-D), CMMC1 (E-H) and VIMC1 (I-L) cells, under the 

effect of various concentration of the TKIs (axitinib, imatinib, masitinib and 

vatalanib), were assessed by WST-8 assay.  The results are expressed as the 

mean + S. D.  The transverse axes represent culture hours and the vertical axes 

represent OD450 of triplicate cultures, which is directly proportional to the 

number of viable cells. 

  

Fig. 12. The results of inhibitory effect of the TKIs on c‐Kit receptor phosphorylation 

in canine MCT cell lines.  The c-Kit receptor and p-Kit were detected by 
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western blotting analysis in HRMC (A), CMMC1 (B) and VIMC1 (C) cells after 

incubation for 4 hours in control medium or various concentration of TKIs 

(axitinib, imatinib, masitinib and vatalanib).  The same western blotting 

analysis was also carried out in VIMC1 cells after incubation for 4 hours with 

both 5 μM CsA and various concentration of TKIs (D). 

 

Fig. 13. The dose-response curve of cytotoxic effect of axitinib (A), imatinib (B), 

masitinib (C) and vatalanib (D) in VIMC1 cells cultured with (dotted lines) or 

without (solid lines) 5 μM of CsA.  The viable cells, determined by WST-8 

assay, relative to those measured in DMSO-treated control samples were plotted 

against the log of TKIs concentrations, and exponential fit was applied.  Data 

represent the mean + S. D. of triplicate cultures.  The transverse axes represent 

concentration of TKIs and the vertical axes represent the relative cell viability. 

 

Fig. 14. The results of RT-PCR of 14 tyrosine kinases in HMRC (A), VIMC1 (B) and 

CMMC1 cells (C).  The amplicon sizes of the mRNA are represented in Table 1.  

The positions of molecular size marker (200 and 600 bp) are represented on the 

right side. 

 

Fig. 15. The results of phosphorylation profiles of 42 different RTKs in HMRC (A), 

VIMC1 (B) and CMMC1 cells (C) examined with ARY001.  The positive 

signals (phosphorylation) are indicated in the black squares. a: EGFR, b: 

InsulinR, c: DTK, d: VEGFR2, e: EPHB6.  The white squares on the four 

corners of each membrane represent positive controls (cont). 

105



 

Fig. 16. The results of phosphorylation profiles of several non-receptor kinases in 

HMRC (A), VIMC1 (B) and CMMC1 cells (C) examined with ARY003.  The 

positive signals (phosphorylation) are indicated in the black squares. a: p38α, b: 

JNK, c: AMPKα1, d: AKT, e: CREB, f: AMPKα2, g: STAT5b, h: STAT5a/b, i: 

STAT5b.  The gray squares on the upper-left and bottom-left corners of each 

membrane represent positive controls (cont). 

 

Fig. 17. Location and frequency of KIT mutations identified in canine MCTs.  The 

number of dogs with each mutation is shown in parentheses.  TM: 

Transmembrane domain, JM; Juxtamembrane domain, TK1: Proximal kinase 

domain, KI: Kinase insert domain, TK2: Distal kinase domain. 

 

Fig. 18. The result of Immunoprecipitation/Western blotting analyses of c-Kit receptor, 

and p-Kit in the canine MCT cases.  Among the 13 tumors in which the protein 

of c-Kit receptor was detected, phosphorylated c-Kit receptor are observed in 12 

tumors, except for one case (C3) harboring 3-bp deletion (763-765Del CAG) of 

KIT. 

 

Fig. 19. The histogram data of Rh123 accumulation by flowcytometry in the tumor cells 

obtained from canine MCT case C31-2.  The curves with black and white area 

represent fluorescent intensity of the cells incubated with Rh123 and with Rh123 

following CsA (Rh123+CsA), respectively.  The curves with gray area 

represent untreated controls.  The MFI of the cells cultured with Rh123 is 
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similar to that of the cells cultured with Rh123 followed by CsA.  The 

transverse axes represent fluorescence intensity (FL1) and the vertical axes 

represent number of the cells. 
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