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1 Einleitung und Fragestellung

Das maligne Non-Hodgkin Lymphom beim Hund, welches mit den humanen Non-Hodgkin
Lymphomen vergleichbar ist, ist eine stark heterogene Tumorgruppe, welche sich in ihrem
biologischen Verhalten stark unterscheiden kann (Kessler, 2012, Kohn und Schwarz, 2018).
Je nachdem, welcher Lymphom Subtyp vorliegt, missen diesem die Prognose und Therapie
angepasst werden. Wahrend aggressivere Lymphome mit einer intensiven und
aufwandigeren Therapie behandelt werden, kann dies bei weniger invasiven, indolenten
Formen nicht erforderlich werden (Zandvliet 2016). Des Weiteren bleibt es in der
Veterinarmedizin oft eine groRe Herausforderung, Krebserkrankungen friih zu erkennen, die
Prognose korrekt einzuschatzen oder rechtzeitig ein Rezidiv zu diagnostizieren. Potentielle
Tumormarker, die hierbei helfen koénnen, gewinnen daher zunehmende Beachtung,

beispielsweise das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) (Marconato et al. 2009).

Ziel dieser Diplomarbeit war es, die Laktatdehydrogenase Aktivitat im Blutplasma
unbehandelter Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zu
untersuchen und zu analysieren, ob ein Zusammenhang von LDH-Aktivitdt mit

Krankheitsstadium, Substadium oder Immunphanotyp besteht.



2 Literaturubersicht

2.1 Tumormarker

Serum Biomarker, welche ein Lymphom aufzeigen, sind seit mehr als einem Jahrzehnt von
klinischem Interesse flr Diagnose, Prognose und Therapielberwachung (Bryan 2016).
Tumormarker sind Makromolekiile, welche im Blut oder anderen Korperflissigkeiten
zirkulieren und deren Prasenz oder Konzentrationsanderung auf das Wachstum eines
malignen Tumors hinweisen koénnen. Alle bisher bekannten Tumormarker kommen
physiologischer Weise im Kdrper vor. Dies erschwert es, vor allem im Anfangsstadium, krank
und gesund eindeutig zu unterscheiden, da die Konzentrationsanderungen meist noch nicht
aussagekraftig sind. Pathologische Konzentrationen stehen aber in Korrelation mit der
Entstehung und der Expansion von malignen Tumoren. Durch geeignete Tumormarker
wlnschen sich Onkologen rasch, kostenglnstig und nicht-invasiv. mdglichst viele

Informationen Uber eine Tumorerkrankung zu bekommen (Stieber und Heinemann 2008).

2.2 LDH als Tumormarker

Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, welches ubiquitar in Korperzellen vorkommt. Es ist an
der finalen Reaktion der anaeroben Glykolyse beteiligt und katalysiert die reversible Reaktion
von Pyruvat und NADH zu L-Laktat und NAD+. Letzteres wird dazu gebraucht, auch bei
fehlendem Sauerstoff ATP zu generieren, um die Glykolyse aufrecht zu halten. Dies
ermoglicht es, Zellen mit einer hohen glykolytischen Aktivitdt, Phasen ohne Sauerstoff zu
Uberleben. Um die gleiche Menge an Energie zu erhalten wie unter sauerstoffreichen
Bedingungen, werden hierbei jedoch mehr Glukosemolekile verbraucht (Forkasiewicz et al.
2020). Tumorzellen bendtigen viel Energie fir Wachstum, weshalb sie einen hdheren
Glukosebedarf als normale Zellen haben. Diese Energie gewinnen sie aber nicht wie
normale Zellen durch die Atmungskette, sondern betreiben anaerobe Glykolyse, was als
Warburg-Effekt bezeichnet wird. Durch den Warburg-Effekt spielt LDH eine grof3e Rolle in

der Tumorbiologie (Jurisic et al. 2015).

2.2.1 LDH als Tumormarker in der Humanmedizin

In der Humanmedizin ist LDH als Tumormarker schon seit den frihen 60er Jahren bekannt
(Jurisic et al. 2015). Der Serum LDH-Wert ist Bestandteil des Internationalen Prognostischen
Index (IPI). Dieser Index wurde als klinisches Scoring System etabliert, um die Prognose von
Non-Hodgkin Lymphom Patienten besser abschatzen zu kdénnen (A predictive model for

aggressive non-Hodgkin's lymphoma, 1993). Erhéhte LDH-Werte verschlechtern die



Prognose zunehmend, die Uberlebenszeit verkirzt sich und der Therapieerfolg verringert

sich bei diesen Patienten (Dumontet et al. 1999).

2.2.2 LDH als Tumormarker in der Veterinarmedizin

Durch die anerkannte Bedeutung von LDH als Tumormarker in der Humanmedizin steigt
auch in der Kleintiermedizin das Interesse, LDH als potentiellen Tumormarker zu etablieren.
Trotzdem wurde in der Tiermedizin bisher nur wenig dazu geforscht. Aus der bisherigen
Literatur geht hervor, dass sich die LDH-Aktivitat bei kaninen und felinen Lymphomen erhéht,
fur andere Tumorarten wie Sarkome und Karzinome liegen noch keine Daten vor (Marconato
et al. 2009).

2.3 Kanines Non-Hodgkin Lymphom

Das kanine Non-Hodgkin Lymphom ist eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren aus der
hamatopoetischen Reihe, die alle ihren Ursprung in jugendlichen oder reifzelligen
lymphatischen Zellen haben (Kohn und Schwarz, 2018). Es ist die am haufigsten
diagnostizierte Malignitat bei Hunden, die jahrliche Inzidenzrate wird auf 13-114 pro 100.000
Hunde geschatzt und ist in den letzten Jahrzehnten weiter gestiegen (Vail et al., 2020). Am
haufigsten betroffen sind mittelalte bis alte Hunde mit einem durchschnittlichen Alter von 6-9
Jahren, wobei Hunde mit T-Zell Lymphom oft jlinger sind. Des Weiteren wurde festgestellt,
dass mittelgroRe bis grof’e Hunderassen haufiger erkranken als kleine Hunde (Ernst et al.
2016). Die Mehrheit der erkrankten Hunde kann nicht geheilt werden, sondern wird mit
entsprechender Therapie Uber einen langeren Zeitraum in Remission gehalten (Zandvliet
2016).

2.3.1 Atiologie

Die Atiologie des kaninen Lymphoms ist weitestgehend unbekannt und wird von vielen
Faktoren beeinflusst (Vail et al., 2020). Verschiedene Studien zeigen, dass es sowohl
genetische, autoimmune, infektidse als auch Umweltfaktoren gibt, die die Entstehung eines
Lymphoms begunstigen kénnen. Eine Studie von Santoro et al. 2007 hat herausgefunden,
dass Hunde, die an einer atopischen Dermatitis erkrankt sind, ein erhéhtes Risiko aufweisen,
im spateren Leben an einem kutanen Lymphom zu erkranken (Santoro et al. 2007). Zudem
wurden in verschiedenen Studien chromosomale Veranderungen der Tumorzellen bei
Hunden mit Lymphom entdeckt, die haufigsten Veranderungen waren Trisomien der
Chromosomen 13 und 31 und Monosomie des Chromosoms 14. Hunde, bei denen eine

Trisomie 13 festgestellt wurde, hatten eine verlangerte erste Remissionsdauer und auch eine



ldngere Gesamtiberlebenszeit (Hahn et al. 1994). In der Humanmedizin wurde bereits eine
direkte Verbindung zwischen Helicobacter Infektionen und der Entstehung von
Magenlymphomen nachgewiesen (Blaser et al. 1995, Parsonnet et al. 1994), dies versuchte
Rossi et al. 1999 auch bei Hunden 2zu belegen. Die Studie fand Ilymphoide
Follikelformationen, die als Vorlauferzellen fir das Mucosa-associated lymphoid tissue
(MALT) Lymphom bekannt sind (Rossi et al. 1999). Auch bei autoimmunen Erkrankungen,
wie der immunmediierten Thrombozytopenie ist das Auftreten eines Lymphoms
wahrscheinlicher als bei nicht erkrankten Hunden (Keller 1992). Umweltbedingte Faktoren
werden beim Menschen schon langer mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht und
kénnen auch auf den Hund Ubertragen werden. Die Exposition mit Rasenpflegeprodukten
und professionell angewendeten Pestiziden zeigt auch bei Hunden ein erhdhtes Risiko ein
kanines Lymphom zu entwickeln (Takashima-Uebelhoer et al. 2012). Eine Studie von Pinello
et al. aus dem Jahr 2017 berichtet bei Hunden, die passiv Tabakrauch ausgesetzt sind, eine

hohe Zellteilungsrate des Tumors (Pinello et al. 2017).

2.3.2 Klassifizierung

Fur die Klassifizierung des kaninen Non-Hodgkin Lymphoms gibt es mehrere anerkannte
Klassifizierungsschemata. Die Klassifizierung kann anhand der anatomischen Lokalisation
im Korper erfolgen, anhand pathohistologischer Kriterien und anhand einer

Immunphanotypisierung (Vail et al., 2020).

2.3.2.1 Anatomische Formen

Mittels  der  anatomischen Lokalisation  unterscheidet man  finf  Formen:
multizentrisch/generalisiert, alimentar/gastrointestinal, mediastinal, kutan und extranodal
(Owen, 1980).

Uber 80 % der Hunde werden mit einer multizentrischen Form vorgestellt, die mit einer
generalisierten LymphknotenvergréRerung (peripher, abdominal und thorakal) einhergeht. In
der Regel sind die vergroferten Lymphknoten gut abgrenzbar und nicht schmerzhaft. Des
Weiteren sind oft auch Milz und/oder Leber vergroert, bei fortgeschrittenem
Krankheitsverlauf ist auch das Knochenmark betroffen (Kessler, 2012, Vail et al., 2020).
Viele der Hunde mit multizentrischem Lymphom werden symptomlos (WHO Substadium a)
vorgestellt, wenn bereits Symptome (WHO Substadium b) vorhanden sind, sind diese

unspezifisch. Folgende Symptome wurden von verschiedenen Quellen berichtet: Anorexie,



Apathie, Fieber, Erbrechen, Durchfall, Gewichtsverlust, Abmagerung, Atemnot, Polydipsie,
Polyurie u.v.m. (Gavazza et al. 2008, Kessler, 2012, Vail et al., 2020).

Das gastrointestinale Lymphom macht je nach Literatur, etwa 2-7 % der Falle aus (Gavazza
et al. 2008, Kohn und Schwarz, 2018). Es werden verschiedene Formen unterschieden:
solitédre, abgrenzbare Tumoren und diffuse Infiltrationen der Darm-/Magenwand (Kessler,
2012). Wobei diese Formen auch multifokal, sprich an mehreren Stellen gleichzeitig
auftreten konnen (Frank et al. 2007). Die mesenterialen Lymphknoten sowie Leber und Milz
kénnen mitbetroffen sein (Vail et al., 2020). Da der Gastrointestinaltrakt befallen ist, richten
sich nach diesem auch die Symptome wie Erbrechen, Durchfall, Abmagerung, Apathie,
Anorexie, Hdmatochezie und Melana (Coyle und Steinberg 2004, Frank et al. 2007, Kessler,
2012). Bei den solitdren Tumoren kann es neben den oben beschriebenen Symptomen auch
zu einem Darmverschluss oder gar -durchbruch kommen (Kessler, 2012). Beim Hund ist
eher der T-Zell Typ vorherrschend, wahrend beim Menschen das gastrointestinale Lymphom

fast ausschlieflich B-Zell assoziiert ist (Coyle und Steinberg 2004).

Etwa 2-5 % der Hunde werden mit einem mediastinalen Lymphom vorgestellt (Gavazza et al.
2008, Kohn und Schwarz, 2018). Diese Form ist charakterisiert durch die VergréRerung der
mediastinalen Lymphknoten und/oder des Thymus, zusatzlich kdnnen auch Pleuraergiisse
auftreten (Kessler, 2012). Durch die Masseexpansion im Thorax werden vor allem folgende
Symptome  beobachtet: Dyspnoe, Husten, Regurgitation, Schluckbeschwerden,
Leistungsabfall, in fortgeschrittenen Stadien kdénnen auch Odeme der Kopfes, Halses und
der Vordergliedmalien auftreten, was als craniales Vena-Cava-Syndrom bezeichnet wird
(Kessler, 2012, Kohn und Schwarz, 2018, Zandvliet 2016). Da je nach Literatur 10-40 % der
mediastinalen Lymphome mit paraneoplastischer Hyperkalzamie einhergehen, werden bei
diesen Hunden als zusatzliche Symptome Polyurie und Polydipsie vom Besitzer oder der
Besitzerin genannt (Kessler, 2012, Kohn und Schwarz, 2018). Die paraneoplastische

Hyperkalzamie tritt hauptsachlich bei T-Zell Lymphomen auf (Ruslander et al. 1997).

Das kutane Lymphom kann sowohl die Haut als auch die Schleimhaut betreffen und die
Lasionen treten generalisiert, multifokal oder auch solitar auf (Vail et al., 2020). Es werden
zwei Formen unterschieden, die haufigere epitheliotrope Form, auch bekannt als Mycosis
fungoides, die aus T-Zellen besteht und die seltenere nicht-epitheliotrope Form (Day 1995).
Erstere wird auch als primares Hautlymphom betrachtet, die zweite Form tritt eher sekundar

in Verbindung mit anderen Lymphomformen auf (Kessler, 2012). Die Symptome im



Anfangsstadium sind nur schwer von anderen Hauterkrankungen zu unterscheiden (Vail et
al., 2020). Folgende Hautveranderungen werden in der Literatur beschrieben: Alopezie,
Schuppen, Hautrétungen, fokale Hypopigmentation, Knétchen, Krusten, Plaques, Ulzera bis
zur generalisierten exfoliativen Dermatitis. Juckreiz kommt eher bei der epitheliotropen als
der nicht-epitheliotropen Form vor (Kessler, 2012, Kohn und Schwarz, 2018, Moore et al.
2013, Vail et al., 2020).

Die extranodale Form des kaninen Lymphoms ist selten und die Symptome richten sich nach
den betroffenen Organen. In der Literatur werden folgende Lokalisationen beschrieben:
Auge, Nervensystem, Nasenhdhle, Harnblase, Uterus, Niere, Herz, Prostata, u.v.m. (Kessler,
2012, Vail et al., 2020, Zandvliet 2016).

Die anatomische Einteilung hat nur fraglichen prognostischen Wert, da Lymphome der
gleichen Lokalisation trotzdem eine starke Heterogenitat in ihrem histologischen Bild und

klinischem Verhalten haben (Kessler, 2012).

2.3.2.2 Zytologische und histologische Einteilungen

Lymphome werden anhand einer Vielzahl von morphologischen Kriterien charakterisiert,
dazu gehdren das Wachstumsmuster, die Kerngréf3e und -morphologie, der mitotische Index
und der Immunphéanotyp (Zandvliet 2016). Im letzten halben Jahrhundert wurden deshalb
mehrere Klassifizierungsschemata veroffentlicht, um die Eingliederung zu erleichtern. Viele
dieser Schemata stammen aus der Humanmedizin und wurden an den Hund und andere
Tiere adaptiert (Vail et al., 2020). Das erste Schema wurde 1966 von Rappaport
veroffentlicht, dieses hatte jedoch den Nachteil, dass es nicht weiter modifiziert werden
konnte, als neue Erkenntnisse hinzukamen. Deshalb wurde dann in den 70er Jahren ein
neues Klassifizierungsschema etabliert. In Amerika war dies die ,Lukes und Collins®
Klassifizierung und in Europa die Kiel-Klassifizierung. Erstere wurde dann 1982 durch die
~Working Formulation“ des National Cancer Institutes ersetzt, wahrend die Kiel-Klassifikation
mehrmals Uberarbeitet wurde (M. Uppenkamp, 30.05.2003a). Die Working Formulation
kategorisiert die Tumoren nach Wachstumsmuster (diffus oder follikular) und nach Zelltyp
(kleinzellig, grof3zellig, immunoblastisch), bertcksichtigte aber den Immunphanotyp noch
nicht (National Cancer Institute sponsored study of classifications of non-Hodgkin's
lymphomas: summary and description of a working formulation for clinical usage. The Non-
Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification Project, 1982). Die aktualisierte Kiel-

Klassifikation umfasst das Architekturmuster, die Morphologie (zentroblastisch,



zentrozystisch, immunoblastisch) und den Immunphanotyp (B- oder T-Zell) des Tumors
(Lennert und Feller, 1992). In beiden Klassifizierungen kann der Tumor in low-grade,
intermediate-grade und high-grade unterteilt werden (Vail et al.,, 2020). Durch die
unterschiedlichen Schemata konnten nur eingeschrankt Vergleiche von veroffentlichten
Studien durchgefihrt werden und weitere neue Entdeckungen wurden zu wenig
bertcksichtigt. Deshalb wurde 1990 in Berlin die ,International Lymphoma Study Group*
gegrindet. Diese publizierte 1994 die ,Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms® (REAL). Die daran beteiligten Experten und Expertinnen wurden noch
im selben Jahr von der World Health Organisation (WHO) gebeten, eine neue Klassifikation
fur alle hamatopoetischen Tumoren zu erstellen, daraus geht die aktuelle WHO-Klassifikation
hervor, die 2001 veréffentlicht wurde (M. Uppenkamp, 30.05.2003a). Die WHO-KIlassifikation
unterteilt die hamatopoetischen Malignitaten anhand ihrer Linienzugehorigkeit in
Mastzellerkrankungen, Lymphome (Non-Hodgkin und Hodgkin), myeloische-, histiozytische-
und dendritische Neoplasien. In jeder Gruppe werden die Malignitadten nach Morphologie,
Immunphanotyp, genetischen Eigenschaften und klinischem Verhalten unterschieden.
Lymphome werden nach Linienzugehdrigkeit (B- oder T-Zell-Linie) und nach ihrem
Differenzierungsgrad (Vorlaufer- oder reife Lymphome) eingeteilt (M. Uppenkamp,
30.05.2003b). Die REAL/WHO-Klassifizierung sieht jeden Lymphomsubtyp als eigenstandige
Krankheit, basierend auf ihren Merkmalen, ihrem biologischem Verhalten (indolent oder
aggressiv) und ihrem Ansprechverhalten auf Therapie (Valli et al. 2013). Ziel der
herausgearbeiteten Schemata ist es, eine mdglichst genaue, einheitliche und
reproduzierbare Diagnose spezifischer Lymphomtypen zu bekommen. Dies konnte fir die
WHO-KIassifizierung in einer groflen Studie von Valli et al. 2011 belegt werden, in welcher
300 Falle von verschiedenen Pathologen untersucht wurden und eine Ubereinstimmung bei
83 % dieser Falle erzielen konnten (Valli et al. 2011). Eine noch héhere Ubereinstimmung
von 87 % wurde bei den sechs am haufigsten vertretenen Lymphomen erzielt, diese sind in
absteigender Reihenfolge: diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), peripheral T-cell
lymphoma not otherwise specified (PTCL-NOS), T-zone lymphoma (TZL), T-lymphoblastic
lymphoma (T-LBL), and marginal zone lymphoma (MZL) (Valli et al. 2011, Valli et al. 2013).

2.3.2.3 Immunphanotypisierung und Klonalitatsprifung mittels PARR
Die Immunphanotypisierung wird bendtigt, um Lymphome in B- und T-Zell Lymphome
einzuteilen. Diese Unterscheidung geschieht mittels monoklonaler Antikdrper gegen die CD-

(Cluster of Differentiation) Oberflachenantigene von B- und T-Zell Lymphomen. Die



Untersuchung kann mittels Immunzytochemie, Immunhistochemie oder Durchflusszytometrie
erfolgen (Vail et al., 2020). Fur den Nachweis eines B-Zell-Lymphoms werden am haufigsten
Antikorper gegen CD20, CD21 und CD79a benutzt, beim T-Zell Lymphom kommen
hauptsachlich Antikérper gegen CD3, CD4 und CD8 zum Einsatz (Caniatti et al. 1996,
Culmsee et al. 2001, Wilkerson et al. 2005).

Eine weitere Untersuchungsmethode fir die Lymphomdiagnostik ist die PCR auf antigen
receptor rearrangement (PARR). Sie detektiert Anderungen an der variablen Region des
Gens, beim B-Zell-Lymphom sind es Anderungen der schweren Ketten der Immunglobuline
(IgH), beim T-Zell-Lymphom Anderungen am T-Zell Rezeptor y (TCR y) (Moritz, 2014). Die
Klonalitdtsprifung  kann  unterscheiden, ob eine poly- oder monoklonale
Lymphozytenpopulation vorliegt. Klonalitat ist ein wichtiges Kennzeichen fiir das Vorliegen
eines Lymphoms, da alle Tumorzellen den Ursprung in einer Stammzelle haben und somit
alle die gleiche DNA aufweisen (Vail et al., 2020).

2.3.3 Diagnosestellung

Fur die Diagnosestellung eines Lymphoms ist eine problemorientierte Aufarbeitung des
Patienten notwendig. Neben einer grindlichen Anamnese und der klinischen Untersuchung
des Patienten bedarf es weiterfliihrender Diagnostik, um den Tumor und dessen Ausbreitung

adaquat zu identifizieren.

Die klinische Untersuchung sollte stets gewissenhaft und sorgfaltig durchgeflihrt werden. Ein
besonderes Augenmerk sollte auf die Schleimhaute gelegt werden, es kénnen blasse oder
ikterische Schleimhaute, Petechien oder Ulzerationen auftreten, diese konnen auf Anamie,
Gerinnungsstérungen, Uramie, Organversagen und weitere Stérungen hinweisen. Alle
tastbaren Lymphknoten sollten palpiert und ihre Grofie und Konsistenz notiert werden, fur
generalisierte  Lymphadenopathie sollten neben dem Lymphom noch weitere
Differentialdiagnosen wie verschiedene Infektionen mit Bakterien, Viren oder Protozoen
bedacht werden. Bei der abdominalen Palpation kdnnen vergroRerte Organe, verdickte
Darmwande oder vergroRerte mesenteriale Lymphknoten ertastet werden. Die Auskultation
des Brustkorbes kann manchmal Hinweise auf eine raumfordernde Masse und/oder einen
Pleuraerguss geben (Vail et al., 2020). Des Weiteren sollte auch eine grindliche
Untersuchung der Augen vorgenommen werden, da Studien belegen, dass etwa ein Viertel
bis ein Drittel der Hunde mit Lymphom Veranderungen aufweisen (Krohne et al. 1995,
Massa et al. 2002).



Hamatologische und biochemische Blutuntersuchungen werden meist routinemalig
durchgefuhrt, zeigen aber wegen der Heterogenitat der Lymphome oft eine grof3e Breite an
unspezifischen Befunden (Zandvliet 2016). Die Andmie ist die haufigste hamatologische
Veranderung, die mit Lymphomen assoziiert ist. Viele Hunde weisen eine nicht-regenerative
Anamie auf (Gavazza et al. 2008), die beim Lymphom oft multifaktoriell bedingt ist (Kessler,
2012), aber auch durch andere Probleme, wie z.B. Blutverlust oder eine immunvermittelte
hamolytische Anamie (IMHA) auftreten kann (Day 1996). Bei Hunden mit Anamie oder
Blutungsverdacht ist zusatzlich eine Untersuchung der Thrombozytenzahl, Retikulozytenzahl
und ein Gerinnungsprofil angezeigt (Vail et al., 2020). Thrombozytopenie tritt bei ca. 30-50 %
der Patienten auf, Blutungen sind jedoch nur selten ein Problem, da es eher milde
asymptomatische Thrombozytopenien sind (Grindem et al. 1994, Vail et al., 2020). Die
Leukozyten sind meistens im Referenzbereich, es werden aber sowohl Leukozytose als auch
Leukopenie in der Literatur beschrieben (Zandvliet 2016). Treten atypische Lymphozyten im
Blutbild auf, so kann dies auf eine Beteiligung des Knochenmarks oder eine Leukamie
hinweisen. In diesem Fall ist es wichtig, ein Lymphom Stadium V von einer primaren
Leukdmie zu unterscheiden, da die Prognosen dieser verschiedenen Erkrankungen
unterschiedlich sind (Vail et al., 2020). Im Serum von Hunden mit Lymphom treten diverse
unspezifische biochemische Veranderungen auf (Kessler, 2012). Hypoproteinamie tritt bei
alimentdren Lymphomen haufiger auf (Vail et al., 2020). Erhdhte Leberenzyme und
Nierenwerte konnen bei Organinfiltration oder auch sekundar durch eine sekundare
Hepathopathie oder Dehydratation auftreten (Zandvliet 2016). Eine paraneoplastische
Hyperkalzamie ist auf die Uberproduktion von Parathormon-related Polypeptide (PTH-rP)
durch die Tumorzellen zurtiickzufihren. Sie kommt bei 10-40 % der Hunde mit Lymphom vor,
hauptsachlich beim T-Zell Lymphom (Kessler, 2012, Ruslander et al. 1997, Teske 1994).

Bei Harnuntersuchungen zeigt sich bei Lymphom-Patienten oft eine milde Proteinurie, deren

klinische Auswirkung aber eher als gering betrachtet wird (Di Bella et al. 2013).

Roéntgenbilder von Thorax und Abdomen zeigen haufig nicht spezifische Veranderungen, bei
denen das Lymphom nur als eine der Differentialdiagnosen genannt werden kann. Deshalb
kann die Rontgenuntersuchung alleine nicht zur Diagnosestellung benutzt werden, es kann

aber das Ausmal} der Erkrankung besser tuberblickt werden (Blackwood et al. 1997).

Eine Ultraschalluntersuchung von Abdomen und Lymphknoten hilft die Struktur und

LymphknotengroRe zu beurteilen und eine Involvierung von Milz und/oder Leber zu
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detektieren (Crabtree et al. 2010, Nyman et al. 2005). Beim gastrointestinalen Lymphom ist
das Erscheinungsbild uneinheitlich und es kdnnen auch keine Veranderungen sichtbar sein,
obwohl ein gastrointestinales Lymphom histologisch diagnostiziert wurde (Frances et al.
2013).

Die Zytologische Untersuchung einer Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB) aus einem
betroffenen Lymphknoten ist eine minimalinvasive, schnelle und sensitive Technik, um
Lymphome zu diagnostizieren, da Uber 80% der Lymphome mit grof3zelligen Lymphozyten
einhergehen. Trotzdem ist die FNAB als Einzeldiagnostik fir bestimmte Subtypen
ungeeignet, vor allem fur nodulare und kleinzellige Varianten (Seelig et al. 2016). Mittels
FNAB ist es manchmal schwierig, ein Lymphom von einer reaktiven Hyperplasie, die mit
einer vermehrten Anzahl an groften Lymphozyten einhergeht, zu unterscheiden (Vail et al.,
2020). In solchen Fallen reicht eine zytologische Untersuchung alleine nicht aus und es sollte
eine histologische Untersuchung angeschlossen werden. Ultraschall-gestitzte FNABs von
Milz, Leber und abdominalen Lymphknoten haben sich als nutzlich erwiesen, um deren
Beteiligung zu evaluieren. Bei der Milz hat sich herausgestellt, dass die Probenentnahme nur
sinnvoll ist, wenn sonographisch bereits Veranderungen der Milz sichtbar sind, von der Leber
sollten unabhangig vom sonographischen Erscheinungsbild Proben enthnommen werden, um

eine moégliche Beteiligung auszuschlieRen (Crabtree et al. 2010).

Fir eine histologische Untersuchung zur WHO Kiassifikation ist ein vollstandig enthommener
Lymphknoten am besten geeignet. In vielen Fallen sind aber auch eine Inzisionsbiopsie oder
eine Hohlnadelbiopsie fur eine Lymphomklassifizierung ausreichend (Vail et al., 2020,
Zandvliet 2016). Die Mandibularlymphknoten sind eine weniger geeignete Entnahmestelle fir
die Biopsie, da reaktive Prozesse in der Maulhbhle ablaufen kénnen und damit die
Beurteilung der Probe erschwert wird (Kohn und Schwarz, 2018). Besteht der Verdacht auf
ein alimentares Lymphom, so wird eine offene, chirurgische Keilbiopsie bevorzugt. Auch
wenn diese nur sehr aufwendig zu gewinnen ist, ist sie meist nétig, um ein Lymphom von
einer lymphoplasmazellularen Enteritis eindeutig zu unterscheiden (Vail et al., 2020). Beim
kutanen Lymphom sind Stanzbiopsien der Haut aus reprasentativen, infiltrierten
Hautlasionen zu entnehmen, es sollte jedoch keine sekundare Infektion am Entnahmeort
vorliegen (Vail et al., 2020). Durch Stanzbiopsien kann obendrein zwischen der
epitheliotropen und nicht-epitheliotropen Form des Lymphoms unterschieden werden
(Kessler, 2012).
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Die Verfugbarkeit genetischer und molekularer Diagnostik nimmt in der Tiermedizin immer
weiter zu. Beim Menschen werden genetische Techniken schon haufig zur Diagnosestellung
und Subklassifizierung von Non-Hodgkin Lymphomen verwendet (Seelig et al. 2016, Vail et
al., 2020). Unterschiedliches Probenmaterial kann mit molekularen und zytogenetischen
Untersuchungsmethoden analysiert werden. Dies ist vor allem nitzlich, wenn bei der
zytologischen und/oder histologischen Standarduntersuchung keine eindeutige Aussage
getroffen werden kann (Vail et al., 2020). Diese Diagnostikformen umfassen histo- und
zytochemische, immunhisto- und immunzytochemische, durchflusszytometrische, PCR

basierte und zytogenetische Techniken. (Vail et al., 2020).

2.3.4 Klinische Stadieneinteilung

Nachdem eine Diagnose gestellt wurde, dient die klinische Stadieneinteilung, das Staging,
dazu, das Ausmall der Erkrankung zu evaluieren. Hierzu wird das von der WHO
veroffentliche System genutzt. Es unterscheidet funf verschiedene Krankheitsstadien, welche
nochmal in ein Substadium a (ohne klinische Symptome) und Substadium b (mit klinischen
Symptomen) unterteilt werden (Tab.1). Die meisten Hunde werden erst in fortgeschrittenen
Stadien (lll, 1V, V) vorstellig (Kessler, 2012).

2.3.5 Therapie

Die Therapie ist von vielen verschiedenen Faktoren abhangig, begonnen beim Patienten, mit
dessen Lymphomsubtyp, klinischen Stadium, Substadium und seinem aktuellen
Gesundheitszustand. Weiter liegen aber auch viele Faktoren beim Tierhalter, der finanzielle
Status, der Zeitfaktor und dessen Verstandnis fir den Erfolg oder Nebenwirkungen der
Behandlung (Vail et al., 2020).
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Tab. 1 Klinische Stadieneinteilung nach WHO

Klinisches Stadium betroffene Strukturen

ein Lymphknoten oder lymphatisches Gewebe eines Organs

(auler Knochenmark)

Il mehrere Lymphknoten einer Region betroffen (+/- Tonsillen)

generalisierte Lymphknotenvergrof3erung

Leber oder Milz betroffen (+/- Stadium IlI)

Blut und Knochenmark und/oder andere Organsysteme
betroffen (+/- Stadium [-1V)

\Y

Jedes Stadium wird in ein Substadium unterteilt:
a — ohne klinische Symptome

b — mit klinischen Symptomen

2.3.5.1 Chirurgie

Die Chirurgie spielt aufgrund des systemischen Charakters der Erkrankung und der i.d.R.
erst spat erfolgenden Vorstellung des Patienten eine untergeordnete Rolle. In Einzelfallen
eines Lymphoms im solitdren Stadium | oder einer extranodalen Form kann der Tumor
chirurgisch entfernt werden. Manchmal kommt eine Operation auch palliativ zum Einsatz,
wenn einzelne Knoten das Tier mechanisch behindern oder eine Resistenz gegeniber der
eingesetzten Medikamente beobachtet wird (Vail et al., 2020). Die chirurgische Entfernung
der Milz wird in der Literatur kontrovers diskutiert, sie sollte nur durchgeflihrt werden, wenn
die Milz nach grundlichem Staging als einziges Organ betroffen ist, wenn das Lymphom als
eine indolente Form klassifiziert wurde oder die Gefahr einer Ruptur besteht oder sie bereits
rupturiert ist (Kessler, 2012, Vail et al., 2020, van Stee et al. 2015).

2.3.5.2 Strahlentherapie

Lymphomzellen sind sehr strahlensensibel, deshalb kann eine Strahlentherapie in
ausgewahlten Fallen zum Einsatz kommen. Sie kann sowohl als Monotherapie als auch
erganzend zur Chemotherapie angewandt werden (Zandvliet 2016). Die Monotherapie wird
angewendet bei solitdren Stadium | Lymphomen und bei singuldren extranodalen Formen,

die mit der Chirurgie schwer zu erreichen sind, z.B. Nasenhohle, Spinalkanal oder Rectum.
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Eine Monotherapie ist der unterstitzenden Therapie untergeordnet (Vail et al., 2020). Die
Strahlentherapie kann in Kombination wahrend oder am Ende einer Chemotherapie
eingesetzt werden. Es kommt vor allem die Halbkorperbestrahlung zum Einsatz, da diese
eine bessere Vertraglichkeit im Vergleich zur Ganzkoérperbestrahlung aufweist und einer
Knochenmarksdepression vorgebeugt wird (Kessler, 2012). Lurie et al. 2009 fand heraus,
dass eine kombinierte Therapie hohere Remissionsraten und eine verlangerte
Uberlebenszeit erzielen kann als eine alleinige Chemotherapie (Lurie et al. 2009). Die
Strahlentherapie kann auch als ,Rescue Therapie* bei Medikamentenresistenz eingesetzt
werden, hat bei dieser Indikation aber nur kurzzeitige Remissionen erreicht (Brown et al.
2006). Ein weiteres Einsatzgebiet ist auch die Verbesserung der Lebensqualitdt des
Patienten, z.B. um beim mediastinalen Lymphom oder auch dem oralen epitheliotropen
Lymphom schnell eine Remission zu erreichen und so die oben beschriebenen Symptome
zu lindern (Kessler, 2012). Am effektivsten ware eine Ganzkdrper-Bestrahlung in
Zusammenhang mit einer Knochenmarks- oder Blutstammzelltransplantation, dies wird
jedoch auf Grund des hohen Aufwandes, der Kosten und der hohen Komplikationsrate nur
sehr selten durchgefihrt (Appelbaum et al. 1986, Deeg et al. 1985).

2.3.5.3 Chemotherapie

Aufgrund des systemischen Charakters eines Lymphoms ist die Chemotherapie vor allem
bei intermediate- und high-grade Lymphomen das Mittel der Wahl. Ziel dabei ist es, eine
mdglichst lange und vollstidndige Remission zu erreichen und dabei so wenig
Nebenwirkungen wie mdglich zu erzeugen (Zandvliet 2016). Es gibt sowohl Monotherapie
als auch Kombinationstherapie-Protokolle, wobei die Protokolle mit mehreren verwendeten

Medikamenten bessere Ergebnisse erzielen (Kessler, 2012).

Als Monotherapie wurden fruher oft Kortikosteroide (hauptsachlich Prednisolon) eingesetzt,
da diese kostengunstig und die Einnahme weitestgehend ohne Nebenwirkungen erfolgt. Die
mit 1-3 Monaten aber eher kurz ausfallende mittlere Uberlebenszeit muss bei dieser
Therapie bedacht werden (Kessler, 2012). Des Weiteren verschlechtert eine
vorangegangene Kortikosteroidtherapie das Ansprechen auf eine weitere Chemotherapie, da
eine Multiresistenz induziert wird. Deshalb sollte Prednisolon nur eingesetzt werden, wenn
der Tierhalter keine weitere Behandlung mit einer Chemotherapie winscht (Gavazza et al.
2008, Marconato et al. 2011, Price et al. 1991). Neben den Kortikosteroiden wurde als
weiteres Medikament fur eine Monotherapie Doxorubicin eingesetzt. Es wird 5-6-mal im

Abstand von 3 Wochen als i. v. Infusion verabreicht. Behandelte Hunde zeigten mittlere
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Uberlebenszeiten von 230-295 Tagen und bei ca. 59-76 % ging der Tumor in
Komplettremission (CR) (Kessler, 2012, Kohn und Schwarz, 2018). Die Ansprechrate auf die
Doxorubicin-Therapie ist bei T-Zell Lymphomen schlechter als bei B-Zell Lymphomen
(Beaver et al. 2010). Bei Hunden die bereits an einer dilatativen Kardiomyopathie erkrankt

sind, ist Doxorubicin wegen seiner Kardiotoxizitat kontraindiziert (Kohn und Schwarz, 2018).

In der Kombinationstherapie gibt es viele verschiedene Protokolle, die nur teilweise
miteinander vergleichbar sind. Am weitesten verbreitet ist das sogenannte CHOP-Protokoll,
welches aus der Humanmedizin Ubernommen wurde und als Gold-Standard angesehen
wird. Es enthalt folgende Medikamente: C — Cyclophosphamid, H — Hydroxidaunorubicin
(Doxorubicin), O - Oncovin (Handelsname fir Vincristin) und P - Prednison bzw. Prednisolon.
Nachdem in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, dass kurze Protokolle, die i.d.R.
eine Dauer von 12-25 Wochen haben, genauso effektiv sind wie lange Erhaltungsprotokolle,
werden hauptsachlich Protokolle ohne eine Erhaltungstherapie eingesetzt (Garrett et al.
2002, Kessler, 2012, Simon et al. 2006). Ein bekanntes CHOP-Protokoll ist das ,Madison-
Wisconsin“-Protokoll (Kessler, 2012). Hunde, die mit einem CHOP-Protokoll behandelt
wurden, zeigen 80-95%ige Remissionsraten, eine mediane Uberlebenszeit von 10-12
Monaten und bis zu 25 % leben auch nach zwei Jahren noch (Vail et al., 2020). Wenn sich
der Patient nach Beendigung des Protokolls in kompletter Remission befindet, werden alle
Medikamente abgesetzt, bis es irgendwann zu einem Rezidiv kommt. War die Behandlung
bereits beendet, kann eine Reinduktion mit demselben Protokoll erfolgen. Tritt das Rezidiv
wahrend der Behandlung oder wahrend der Reinduktion auf, wird auf ein sogenanntes
.Rescue“ Protokoll umgestiegen, welches neue Medikamente als Mono- oder
Kombinationstherapie enthalt, die vorher noch nicht verabreicht wurden (Kessler, 2012). Ca.
40-90 % der Hunde reagieren auf das Rescue Protokoll und gehen erneut in Remission. Die
mediane Remissionsdauer ist mit 1,5-2,5 Monaten wesentlich kirzer als nach der ersten
Therapie. Das liegt vor allem an den resistenteren Tumorklonen und Tumorstammzellen, die

schlechter auf die Behandlung ansprechen (Vail et al., 2020).

2.3.6 Prognose

Die Prognose fir Hunde mit kaninen Non-Hodgkin Lymphom ist sehr unterschiedlich und
hangt von einer Vielzahl von Faktoren ab, z.B. Immunphanotyp, WHO Stadium und
Substadium, histologische Klassifizierung, anatomische Lokalisation, usw. (Vail et al., 2020).
Eine vorausgegangene Behandlung mit Kortikosteroiden wirkt sich negativ auf die

Uberlebenszeit aus (Piek et al. 1999). Ohne jegliche Behandlung versterben die meisten
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Hunde, bei denen ein intermediate-grade oder ein high-grade Lymphom diagnostiziert
wurde, innerhalb der nadchsten 4-6 Wochen (Vail et al., 2020). Hunde mit einem intermediate-
oder high-grade T-Zell-Lymphom zeigen sowohl kirzere Remissionsdauer als auch kirzere
Uberlebenszeiten als Hunde mit einem intermediate- oder high-grade B-Zell-Lymphom
(Greenlee et al. 1990, Ruslander et al. 1997). Dagegen haben viele Hunde, bei denen ein
low-grade/indolentes Lymphom diagnostiziert wurde, oft eine fast normale Lebensspanne
und sterben spater meist aus anderen Grinden, ohne Uberhaupt eine aggressive
Chemotherapie erhalten zu haben (Flood-Knapik et al. 2013, Vail et al.,, 2020) Hunde im
Krankheitsstadium | oder Il haben eine bessere Prognose, als Hunde mit weiter
fortgeschrittenen Stadien (lll, 1V, V) (Vail et al., 2020). AuRerdem wurde das Vorliegen eines
Substadium b in verschiedenen Studien als negativer prognostischer Faktor nachgewiesen
(Garrett et al. 2002, Greenlee et al. 1990, Jagielski et al. 2002, Keller et al. 1993, Romano et
al. 2016). Anatomisch gesehen haben diffuse kutane, diffuse gastrointestinale und primare
ZNS Lymphome eine schlechte Prognose und Therapieerfolge sind meist nur kurzfristig
(Kohn und Schwarz, 2018).
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3 Material und Methode

3.1 Einschlusskriterien

In diese retrospektive Diplomarbeitsstudie wurden Hunde eingeschlossen, die aufgrund
eines Non-Hodgkin Lymphoms in der Onkologieambulanz der VMU zwischen 2008-2019
vorstellig wurden. Alle inkludierten Patienten waren onkologisch unbehandelt und wurden vor
Therapiebeginn einem Staging unterzogen, um WHO-Krankheitsstadium, Substadium und
Immunphanotyp zu erheben. In diesem Rahmen wurde bei allen Patienten die LDH-Aktivitat
im Blutplasma gemessen. Des Weiteren wurden nur Hunde in die Studie aufgenommen, bei
denen keine mgr.- oder hgr. Hdmolyse im Blutplasma festgestellt wurde, da Hamolyse zu

falsch hohen Messwerten fuhrt (Schwendenwein und Moritz, 2020).

3.2 LDH-Aktivitat und LDH-Cut-Off

Die LDH-Aktivitat im Blutplasma wurde von der Plattform Labordiagnostik mit einem Cobas
501c™ Analysegerat (Roche Diagnostics) unter Anwendung eines kommerziellen Assays
bestimmt (Lactatedehydrogenase LDHI2™ Roche Diagnostics, gemaf IFCC Version 2). Der
obere LDH-Referenzbereich des Labors liegt bei 1,0 pkat/L.

Eine 2-fach Uber den Referenzbereich erhéhte LDH Aktivitdt (> 2,0 pkat/L) wurde in
Anlehnung an die Humanmedizin als Cut-Off fir eine Einteilung der Patienten in Kategorie 1
(unter Cut-Off) und Kategorie 2 (Uber Cut-Off) festgesetzt. In der Humanmedizin korreliert
eine LDH-Aktivitat Gber diesem Cut-Off von 2,0 pkat/L mit einer schlechteren Prognose bei
Patienten mit DLBCL (Painschab et al. 2018, Sandlund und Martin 2016, Villa et al. 2010).

3.3 Statistische Auswertung

Die Daten aller inkludierten Hunde wurden in eine Excel-Tabelle aufgenommen (Microsoft
Excel 2019). Es wurden TIS-Nummer, Name, Rasse, Alter, Geschlecht, Krankheitsstadium
und Substadium, Immunphanotyp, LDH-Aktivitat und LDH Kategorie erhoben. Die
Patiententabelle wurde im Anschluss in SPSS (IBM statistics, Version 25) bzw. Graph Pad
Prism (Version 8.0) importiert. Normalverteilte Daten wurden mittels t-Test, nicht normal-
verteilte Daten mittels Mann-Whitney U-test bzw. Kruskal-Wallis Test analysiert. Ein
Zusammenhang der LDH-Kategorie mit den Variablen Krankheitsstadium, Substadium und

Immunphanotyp wurde mittels Pearson-Chi-Quadrat Test untersucht. Fur alle Analysen
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wurde ein p-Wert < 0.05 als statistisch signifikant definiert. Die Auswertung erfolgte mit

Unterstutzung der statistischen Ambulanz.
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4 Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Daten
In die Studie wurden 64 Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom inkludiert, davon waren 40
Hundinnen (31 kastriert) und 24 Riden (13 kastriert) (Abb. 1).

LYY
= wk
=m

= mk

Abb. 1 Geschlechterverteilung der 64 Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom

Die haufigste Hunderasse in der untersuchten Patientenkohorte waren Mischlinge mit 22
Individuen. Als Rassenhunde waren Rottweiler mit sechs Hunden am haufigsten vertreten,
gefolgt von drei English Cocker Spaniels und je zwei Tieren der Rassen American
Staffordshire Terrier, Australian Shepherd, Border Collie, Boxer, Golden Retriever, Mops und
Parson Russel Terrier. Alle anderen 19 Rassen waren mit je einem Individuum vertreten
Tab. 2).

Das mittlere Alter aller 64 Patienten lag bei 9 Jahren. Der jingste Hund war zum Zeitpunkt
der Diagnose 3 Jahre alt und der alteste Patient war 15 Jahre alt. Die Altersverteilung der

Hunde kann Abb. 2 entnommen werden.
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Tab. 2 Rassenverteilung der 64 Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom

Rasse Anzahl Rasse Anzahl
American Pit Bull Terrier 1 Foxterrier 1
American Staffordshire Terrier 2 Golden Retriever 2
Australian Cattledog 1 Hrvatski Ovcar 1
Australian Shepherd 2 Irish Red Setter 1
Beagle 1 Magyar Vizsla 1
Berner Sennenhund 1 Malinois 1
Border Collie 2 Mischling 22
Boxer 2 Mops 2
Brandlbracke 1 Parson Russel Terrier 2
Chihuahua 1 Rauhaardackel 1
Deutsche Dogge 1 Riesenschnauzer 1
Dobermann 1 Rottweiler 6
Dogo Argentino 1 Staffordshire Bullterrier 1
English Cocker Spaniel 3 Zwergpinscher 1
Flat Coated Retriever 1
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Anzahl Hunde
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< 5 Jahre 5-6 Jahre

7-8 Jahre

9-10 Jahre 11-12 Jahre 13-15 Jahre

Abb. 2 Altersverteilung der 64 Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom
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4.2 WHO Krankheitsstadium und Substadium

Alle Hunde wurden anhand der Ausdehnung ihrer Lymphomerkrankung in die funf
Krankheitsstadien der WHO eingeteilt. Zwei Hunde (3 %) wurden in Stadium |, keiner in
Stadium Il (0 %), zwolf in Stadium 11l (19 %), 23 in Stadium IV (36 %) und 27 in Stadium V
(42 %) vorgestellt (Tab. 3).

Anhand der Anamnese und der klinischen Untersuchung konnte jedem Hund ein Substadium
zugeordnet werden. Achtundzwanzig Hunde (44 %) zeigten keine klinischen Symptome und
wurden deshalb dem Substadium a zugeteilt, 36 Hunde (56 %) zeigten bereits klinische
Symptome und wurden in Substadium b eingeordnet (Tab. 3). Der Anteil an Patienten mit
klinischen Symptomen nahm mit fortgeschrittenem Krankheitsstadium zu. In Stadium | wies
nur ein Tier (50 %) der zwei Patienten klinische Symptome auf, in Stadium Il waren acht
Hunde (66 %) ohne Symptome, vier Hunde (33 %) wurden bereits mit Symptomen vorstellig,
in Stadium IV zeigten zehn Hunde (43 %) keine Symptome, bei 13 Hunden (57 %) wurden
Symptome festgestellt, in Stadium V waren neun (33 %) Hunde symptomfrei und bei 18 (66

%) konnten klinische Symptome diagnostiziert werden. Zur Veranschaulichung dient Abb. 3.

Tab. 3: Anzahl der Hunde mit Substadium a und b in den verschiedenen Krankheitsstadien

Substadium
Krankheitsstadium a b Gesamt
| 1 1 2
]| 8 4 12
v 10 13 23
\' 9 18 27

Gesamt 28 36 64
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m Substadium a
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Krankheitsstadium

Abb. 3 Verteilung des Substadiums nach Krankheitsstadium bei allen 64 Hunden mit Non-
Hodgkin Lymphom

4.3 Immunphanotyp

Anhand des Immunphanotyps konnten die Lymphome in B- und T-Zell Lymphome unterteilt
werden. Dreiundvierzig (67%) Hunde hatten ein B-Zell Lymphom und 21 (33%) Tiere ein T-
Zell Lymphom (Abb. 4). Tab. 4 zeigt die Unterteilung der B- und T-Zelllymphome in den

verschiedenen Krankheitsstadien.

=T
=B

Abb. 4 Verteilung des Immunphanotyps bei 64 Hunden mit Non-Hodgkin Lymphom
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Tab. 4 Haufigkeit der Immunphanotypen B und T in den verschiedenen Krankheitsstadien

Immunphénotyp
Krankheitsstadium B-Zell T-Zell Gesamt
I 0 2 2
]| 8 4 12
v 20 3 23
\'} 15 12 27
Gesamt 43 21 64

4.4 LDH-Aktivitat bei Diagnosestellung
Die mittlere LDH-Aktivitat aller 64 Hunde lag zum Diagnosezeitpunkt bei 2,33 pkat/L (Spanne
0,41 - 8,52 pkat/L) (Tab. 5).

Tab. 5 LDH Aktivitat (pkat/L) aller 64 Hunde mit Non-Hodgkin Lymphom

Patientenanzahl 64
Mittelwert 2,33
Minimum 0,41
Median 1,73
Maximum 8,52
Standardabweichung 1,91
Standardfehler 0,24
Untere Grenze 95% KI 1,85
Obere Grenze 95% Ki 2,81

*Kl: Konfidenzintervall

4.4.1 LDH-Aktivitat und Krankheitsstadium

Bei Hunden mit Krankheitsstadium | lag die mittlere LDH-Aktivitat bei 1,66 pkat/L (Spanne
1,05 — 2,26 pkat/L). Im Krankheitsstadium 1ll lag die mittlere LDH-Aktivitat bei 1,90 pkat/L
(Spanne 0,46 - 5,97 pkat/L). Die mittlere LDH-Aktivitat der Hunde im Stadium IV betrug 1,93
pkat/L (Spanne 0,51 - 5,36 pkat/L) und im Stadium V 2,91 ukat/L (Spanne 0,41 pkat/L - 8,52
pkat/L) (Tab. 6, Abb. 5).
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Zunachst wurde untersucht, ob sich die LDH-Aktivitdt zwischen den verschiedenen
Krankheitsstadien voneinander unterscheidet. Hier wurde kein statistisch signifikanter
Unterschied gefunden (p = 0.678) Auch die LDH-Aktivitdt von Krankheitsstadium V im
Vergleich zu den weniger fortgeschrittenen Krankheitsstadien I-1V unterschied sich nicht
signifikant (p = 0.229).

Tab. 6 LDH Aktivitat (ukat/L) nach Krankheitsstadium

Krankheitsstadium | 1l v V

Patientenanzahl 2 12 23 27

Mittelwert 1,66 1,90 1,93 2,91
Maximum 2,26 5,97 5,36 8,52
Minimum 1,05 0,46 0,51 0,41
Median 1,66 1,57 1,60 2,04
Standardabweichung 0,86 1,49 1,29 2,42
Standardfehler 0,60 0,43 0,27 0,47
Untere Grenze 95% KI* -6,03 0,96 1,37 1,95
Obere Grenze 95% Ki 9,34 2,85 2,49 3,87

*KI: Konfidenzintervall
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Abb. 5 Boxplot Diagramm der LDH-AKktivitat aller Patienten nach Krankheitsstadium
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4.4.2 LDH-Aktivitdt und Substadium

Die mittlere LDH-Aktivitat bei Hunden im Substadium a betrug 1,51 pkat/L (Spanne 0,41 —
4,2 pkat/L). Im Substadium b lag diese bei 2,96 pkat/L (Spanne 0,54 — 8,52 pkat/L) (Tab. 7,
Abb. 6). Es wurde ein signifikanter Unterschied der LDH-Aktivitdt zwischen den beiden
Substadien festgestellt (p = 0.001).

Tab. 7 LDH-AKktivitat (ukat/L) in Substadium a und b

Substadium a b

Patientenanzahl 28 36

Mittelwert 1,51 2,96
Minimum 0,41 0,54
Median 1,22 2,11
Maximum 4,20 8,52
Standardabweichung 1,08 217
Standardfehler 0,20 0,36
Untere Grenze 95% KI* 1,09 2,23
Obere Grenze 95% Ki 1,93 3,70

*Kl: Konfidenzintervall
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Abb. 6 Boxplot Diagramme der LDH-Aktivitat aller 64 Hunde nach Substadium a und b
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4.4.3 LDH-AKktivitat und Immunphanotyp

Die mittlere LDH-Aktivitat bei Hunden mit einem B-Zell Lymphom betrug 2,65 ukat/L (Spanne
0,46 - 8,52 pkat/L). Bei T-Zell Lymphomen betrug die mittlere LDH-Aktivitdt 1,67 pkat/L
(Spanne 0,41 - 6,09 pkat/L) (Tab. 8, Abb. 7). Die LDH-Aktivitdt unterschied sich signifikant
zwischen B- und T-Zell Lymphomen (p = 0.03).

Tab. 8 LDH-AKktivitat (ukat/L) nach Immunphanotyp

Immunphénotyp B-Zell T-Zell
Anzahl 43 21
Mittelwert 2,65 1,67
Minimum 0,46 0,41
Median 1,94 1,16
Maximum 8,52 6,09
Standardabweichung 2,03 1,48
Standardfehler 0,31 0,32
Untere Grenze 95% KI* 2,03 1,00
Obere Grenze 95% Ki 3,28 2,34

*KI: Konfidenzintervall
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Abb. 7 Boxplot Diagramm der LDH-Aktivitat aller 64 Hunde nach Immunphanotyp
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4.5 LDH-Kategorie Uber und unter Cut-Off Wert

Von den 64 Hunden mit Non-Hodgkin Lymphom wiesen 39 Hunde (61%) eine LDH-Aktivitat
unterhalb des festgesetzten Cut-Offs von 2,0 pkat/L auf und wurden in Kategorie 1
eingeordnet. Bei 25 Hunden (39%) wurde eine LDH-Erh6hung Uber dem Cut-Off erhoben
und diese Patienten wurden in Kategorie 2 eingeordnet (Abb. 8).
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Abb. 8 Verteilung der LDH-Aktivitat aller 64 Hunde in der Kategorie 1 und 2

4.5.1 LDH-Kategorie und Krankheitsstadium
Mit steigendem Krankheitsstadium IlI-V nahm der Anteil an Patienten mit einer LDH-

Erhéhung Uber dem Cut-Off zu. Im Krankheitsstadium | wurde einer von zwei Patienten
Kategorie 2 zugeteilt (Tab. 9, Abb. 9).

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen LDH-Kategorie und

Krankheitsstadium nachgewiesen werden (p= 0.198).



Tab. 9 Haufigkeit von LDH-Kategorie 1 und 2 in den verschiedenen Krankheitsstadien
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Abb. 9 Graphische Darstellung der LDH-Kategorie 1 und 2 nach Krankheitsstadium

4.5.2 LDH-Kategorie und Substadium
Bei Patienten mit klinischen Symptomen (Substadium b) wurde ein hdherer Anteil an
Patienten mit einer LDH-Erhéhung oberhalb des Cut-Offs beobachtet (53%) als bei Tieren
ohne Symptome (21%) (Tab. 10, Abb. 10). Es konnte ein signifikanter Zusammenhang von

LDH-Kategorie und Substadium nachgewiesen werden (p= 0,011).
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Tab. 10 Haufigkeit von LDH-Kategorie 1 und 2 in Substadium a und b

LDH-Kategorie

Substadium 1 2
a 22 6
b 17 19
Gesamt 39 25
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Abb. 10 Anzahl der Hunde von LDH-Kategorie 1 und 2 nach Substadium

4.5.3 LDH-Kategorie und Immunphanotyp

Bei Patienten mit einem B-Zell Lymphom wurde ein héherer Anteil an Patienten mit einer
LDH-Erhéhung oberhalb des Cut-Offs beobachtet (47%) als bei Tieren mit T-Zell Lymphom

(24%) (Tab. 11, Abb. 11).

Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang von LDH-Kategorie und

Immunphanotyp nachgewiesen werden (p=0.08).
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Tab. 11 Haufigkeit von LDH-Kategorie 1 und 2 nach Immunphanotyp

LDH-Kategorie

Immunphéanotyp 1 2 Gesamt
B-Zell 23 20 43
T-Zell 16 5 21
Gesamt 39 25 64
25
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()
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T
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Abb. 11 Haufigkeiten der Immunphanotypen B und T in den verschiedenen LDH-Kategorien
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5 Diskussion
Ziel dieser Arbeit war es, die Serum LDH-AKktivitat bei Hunden mit Non-Hodgkin Lymphom

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung genauer zu untersuchen.

In der untersuchten Studienkohorte aus 64 Patienten war die Mehrheit der Tiere weiblich
(62,5%). In der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob fir Hindinnen eine erhdhtes Risiko
besteht, an einem Non-Hodgkin Lymphom zu erkranken (Kessler, 2012). Bei der
Rassenverteilung fiel auf, dass 17 der 28 vertretenen Hunderassen mittelgro3e bis grolle
Rassen waren. Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Studien Uberein (Kohn und Schwarz,
2018, Zandvliet 2016). Die haufigste Hunderasse in unserer Studie war der Rottweiler.
Dieser Rasse wird eine genetische Pradisposition nachgesagt, an einem Lymphom zu
erkranken (Edwards et al. 2003, Jagielski et al. 2002, Lobetti 2009, Teske et al. 1994,
Villamil et al. 2009). Das mittlere Alter der Hunde in unserer Arbeit lag zum Zeitpunkt der
Diagnose bei 9 Jahren. Dies deckt sich mit anderen Studien, die ein mittleres Alter von 6-9
Jahren beschreiben (Ernst et al. 2016, Merlo et al. 2008, Teske 1994). Auch die

Altersverteilung der Tiere zeigte eine Normalverteilung.

Bei der Untersuchung des Immunphanotyps wurde bei 43 Hunden ein B-Zell Lymphom (67
%) und bei 21 Hunden ein T-Zell Lymphom (33 %) nachgewiesen. In der Literatur wird von
einer ahnlichen Verteilung berichtet. Zwischen 60-80 % der Non-Hodgkin Lymphome sind
vom B-Zell Typ und etwa 10-38 % sind vom T-Zell Typ (Ernst et al. 2016, Fournel-Fleury et
al. 2002, Greenlee et al. 1990, Ruslander et al. 1997, Vail et al., 2020, Wilkerson et al. 2005).

Lediglich zwei Hunde in unserer Studie wurden in einem fruhen Krankheitsstadium |
vorstellig, die anderen 62 (97 %) wurden in den weiter fortgeschrittenen Krankheitsstadien
[lI-V vorgestellt. Auch dieses Ergebnis deckt sich mit der Literatur (Kessler, 2012, Vail et al.,
2020). Achtundzwanzig Hunde wurden in Substadium a eingeteilt und 36 Tiere in
Substadium b. Hunden in fortgeschrittenen Krankheitsstadien bzw. Substadium b wird eine
schlechtere Prognose mit kiirzerer Uberlebenszeit und Remissionsrate zugesprochen (Vail
et al.,, 2020). Bei Hunden mit klinischen Symptomen (Substadium b) fiel auf, dass die
meisten dieser Tiere (86%) bereits ein fortgeschrittenes Krankheitsstadien IV oder V
aufwiesen. Bei Patienten im Substadium a war die Verteilung in die verschiedenen
Krankheitsstadien ausgeglichener, es waren etwa gleich viele Patienten in den Stadien IlI-V
vertreten. Auch bei der Gruppe der T-Zell Lymphome wurde die Mehrheit (57%) bereits mit

einem Krankheitsstadium V diagnostiziert, wohingegen bei den B-Zell Lymphomen die
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Verteilung auf die Stadien IlI-V gleichmafiger war. T-Zell Lymphome werden in der Literatur

als ungunstiger einstuft (Kessler, 2012, Vail et al., 2020).

Die LDH-Aktivitdt der Patienten in den verschiedenen Krankheitsstadien unterschied sich
nicht signifikant voneinander, jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied der LDH-
Aktivitdt zwischen Substadium a und b. Beim weiteren Vergleich des Substadiums mit der
LDH-Kategorie zeigte sich, dass bei Substadium a die Mehrheit der Patienten der LDH-
Kategorie 1 (79%) zugeordnet wurde. Dies bedeutet, die meisten Hunde mit Substadium a
wiesen keine LDH-Erhéhung Uber dem festgesetzten Cut-Off auf. Bei Substadium b nahm
der Anteil an Hunden in Kategorie 2 deutlich zu (53%). Eine LDH-Erhéhung Uber dem Cut-
Off trat bei klinisch kranken Tieren haufiger auf, als bei Tieren ohne klinische Symptome.
Dieser Zusammenhang zwischen Substadium und LDH-Kategorie war statistisch ebenfalls
signifikant. Die Verwendung einer erhéhten LDH-Aktivitat als potentieller Tumormarker wird
in der Tiermedizin kontrovers diskutiert. Zanatta et. al 2003 konnten in ihrer Studie einen
signifikanten Zusammenhang von niedriger LDH-Aktivitdt bei Diagnosestellung und einer
langeren Uberlebenszeit feststellen (Zanatta et al. 2003). In einer Studie von Marconato et.
al. 2009 wurde die LDH-AKktivitat in gesunden Hunden, Hunden mit einer Tumorerkrankung
und Hunden mit anderen Erkrankungen gemessen. Es wurden signifikant hohere LDH Werte
bei Patienten mit einer Tumorerkrankung nachgewiesen, jedoch wurden erhohte Werte auch
bei gesunden Hunden beobachtet. Dies erschwert die Verwendung von LDH als
verlasslichen Tumormarker im Einzelpatienten. Des Weiteren wurde kein Zusammenhang
zwischen hoéherer LDH-Aktivitdt und dem vorliegenden Krankheitsstadien gefunden
(Marconato et al. 2009). Dies deckt sich mit Ergebnissen unserer Studie. In einer weiteren
Publikation aus dem Jahr 2010 konnte kein signifikanter Zusammenhang der LDH-Aktivitat
zum Zeitpunkt der Diagnose und der allgemeinen Uberlebenszeit nachgewiesen werden. Die
relativ niedrige Spezifitdt der LDH-Messung limitiert den Einsatz als Screening Werkzeug flr
eine Erstdiagnose, steigt die LDH-Aktivitat jedoch in der Remissionsphase nach Behandlung
unerklart wieder an, kann es sich um einen Relapse der Lymphomerkrankung handeln und
der Patient sollte nachuntersucht werden (Marconato et al. 2010). In einer neuen Studie aus
dem Jahr 2015 konnte gezeigt werden, dass sich sowohl erhohte LDH-Aktivitat als auch
Substadium b negativ auf die progressionsfreie Uberlebenszeit auswirken (Marconato et al.
2015). In einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2019 beobachtete die Autorengruppe, dass
Hunde mit B-Zell Lymphom und erhohter LDH-Aktivitat von der Anwendung einer

Immunchemotherapie mittels Autologer Vakzine profitieren. Diese Patienten erreichten
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deutlich langere Uberlebenszeiten als Tiere, die nur mit Chemotherapie behandelt wurden
(Marconato et al. 2019). In unserer Studie wurde noch kein Therapie-Parameter der
Patienten untersucht. Jedoch wiesen Patienten mit einem B-Zell Lymphom haufiger eine
LDH-Erh6hung oberhalb des Cut-Offs auf als Tiere mit T-Zell Lymphom. Dieser Unterschied

war jedoch nicht signifikant.

Die Studien aus der Literatur zeigen, dass die Bestimmung der LDH-Aktivitat als
Tumormarker bei bestimmten Fragestellungen weiterhelfen kann. Zusammenfassend wurde
in unserer Arbeit ein signifikanter Unterschied der LDH-Aktivitdt und der LDH-Kategorie
zwischen Substadium a und b nachgewiesen. Ob eine LDH-Aktivitatserhéhung Gber dem
festgelegten Cut-Off auch als prognostischer Tumormarker fir die Uberlebenszeit genutzt

werden kann, muss in Folgestudien untersucht werden.
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6 Zusammenfassungen

6.1 Deutsche Zusammenfassung

Das kanine Non-Hodgkin-Lymphom zahlt zu den am haufigsten diagnostizierten Malignitaten
bei Hunden, jedoch ist diese Tumorgruppe stark heterogen, was eine adaquate Prognose
und Therapie nicht immer einfach macht. Auch in der Tiermedizin steigt das Interesse an
geeigneten Tumormarkern und die Laktatdehydrogenase (LDH) im Blutplasma wird in der

Humanmedizin schon lange als solcher verwendet.

Deshalb wurde in dieser Diplomarbeit die LDH-Aktivitat im Blutplasma von Hunden zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung eines Non-Hodgkin-Lymphoms retrospektiv untersucht. Es
wurden 64 Patienten eingeschlossen, die aufgrund eines Non-Hodgkin Lymphoms zwischen
2008-2019 in der onkologischen Ambulanz der Veterinarmedizinischen Universitat Wien
vorstellig wurden. Alle inkludierten Hunde waren onkologisch unbehandelt und wurden vor
Therapie einem Staging unterzogen, um WHO-Krankheitsstadium, Substadium und
Immunphanotyp zu erheben. Eine 2-fach Uber den Referenzbereich erhdhte LDH Aktivitat (>
2,0 pkat/L) wurde in Anlehnung an die Humanmedizin als Cut-Off fur eine Einteilung der

Patienten in Kategorie 1 (unter Cut-Off) und Kategorie 2 (Uber Cut-Off) festgesetzt.

Von den 64 Hunden, waren 40 Hindinnen (31 kastriert) und 24 Rinden (13 kastriert).
Zweiundzwanzig Individuen waren Mischlinge und 42 Tiere waren reinrassige Hunde. Von
diesen war die haufigste Rasse der Rottweiler mit 6 Hunden, gefolgt von 3 English Cocker
Spaniels. Je 2 Hunde waren American Staffordshire Terrier, Australian Shepherd, Border
Collie, Boxer, Golden Retriever, Mops und Parson Russel Terrier. Alle anderen 19 Rassen
waren je einmal vertreten. Das mittlere Alter aller Patienten lag bei 9 Jahren, der jungste
Hund war 3 Jahre, der alteste 15 Jahre alt. Zwei Hunde wurden in Krankheitsstadium |
vorgestellt, 12 in Stadium Ill, 23 in Stadium IV und 27 in Stadium V. Achtundzwanzig Hunde
wurden in Substadium a und 36 Tiere in Substadium b eingeteilt. Zudem wurde bei 43

Hunden ein B-Zell Lymphom und 21 ein T-Zell Lymphom diagnostiziert.

Die mittlere LDH-Aktivitat aller 64 Hunde lag bei 2,33 pkat/L (Spanne 0,41 — 8,52 pkat/L). In
Krankheitsstadium | lag die mittlere LDH-Aktivitat bei 1,66 pkat/L, in Stadium Il bei 1,90
pkat/L, in Stadium IV 1,93 pkat/L und in Stadium V 2,91 pkat/L. Diese Unterschiede waren
statistisch nicht signifikant (p = 0,678). Die mittlere LDH-Aktivitat im Substadium a betrug
1,51 pkat/L und im Substadium 2,96 upkat/L. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p
= 0,001). Die mittlere LDH-Aktivitat bei den B-Zell Lymphomen betrug 2,65 pkat/L und bei
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den T-Zell Lymphomen 1,67 pkat/L. Auch hier war der Unterschied signifikant (p = 0,03).
Jedoch konnte nur fur das Substadium auch ein signifikanter Unterschied fur LDH-Kategorie
nachgewiesen werden (p= 0,011). Hier zeigten Hunde im Substadium b deutlich haufiger
eine LDH-AKktivitat Gber dem Cut-Off Wert (53%) als im Substadium a (21%). Von allen 64
Patienten wurden 39 Hunde in Kategorie 1 eingeordnet mit einer LDH-Aktivitat unterhalb des
festgelegten Cut-Off Wertes. Funfundzwanzig Patienten wurden in Kategorie 2 eingeteilt mit
einer LDH-Aktivitat Gber dem Cut-Off Wert. Mit steigendem Krankheitsstadium nahm zwar
der Anteil der Hunde mit LDH-Werten Uber dem Cut-Off zu, jedoch war dies statistisch nicht
signifikant. Auch flr den Immunphanotyp wurde kein signifikanter Unterschied bei der LDH-
Kategorie gefunden (p = 0,08), auch wenn Hunde mit B-Zell Lymphom haufiger Kategorie 2
zugeordnet wurden (47%) als Hunde mit T-Zell Lymphom (24%).
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6.2 English Summary

The canine non-hodgkin’s lymphoma is the most commonly diagnosed malignancy in dogs.
This tumor group is highly heterogeneous, so that adequate prognosis and therapy are
challenging. The interest in suitable tumor markers is increasing in veterinary medicine and

lactate dehydrogenase has long been used as such in human oncology.

Therefore, the lactate dehydrogenase activity at the time of diagnosis was investigated
retrospectively in dogs with non-Hodgkin lymphoma. 64 Dogs were included that were
presented at the oncology unit at the animal hospital at the University of Veterinary Medicine
in Vienna between 2008 and 2019 due to non-hodgkin’s lymphoma. All dogs included were
untreated and were subjected to staging prior to therapy in order to determine WHO disease
stage, substage and immune phenotype. Lactate dehydrogenase activity was measured in
blood plasma. In addition, based on human medicine, a cut-off value twice above the

reference range of 1,0 pkat/L was specified.

Of the 64 dogs, 40 were female (31 spayed) and 24 male (13 neutered). 22 were mixed
breed, 6 were rottweiler, 3 english cocker spaniel, 2 each were american staffordshire terrier,
australian shepherd, border collie, boxer, golden retriever, pug and parson russel terrier, all
other 19 breeds were represented once each. The median age was 9 years, the youngest
dog was 3 years old and the oldest was 15 years old. 2 dogs were graded in WHO disease
stage |, none in stage Il, 12 in stage lll, 23 in stage IV and 27 in stage V. 28 dogs were
classified as substage a and 36 were allocated in substage b. 43 dogs had a B-cell
lymphoma and 21 dogs a T-cell lymphoma. The mean lactate dehydrogenase activity of all
dogs was 2,33 pkat/L (range 0,41 — 8,52 pkat/L). In WHO disease stage | the mean activity
was 1,66 pkat/L, in stage Il 1,90 pkat/L, in stage IV 1,93 pkat/L and in stage V 2,91 pkat/L;
no statistically significant difference was found (p = 0,678). The mean activity in substage a
was 1,51 pkat/L, in substage b it was 2,96 pkat/L; the difference between the two substages
was statistically significant (p = 0,001). The mean activitiy in B-cell lymphomas was 2,65
pkat/L and 1,67 pkat/L in T-cell ymphomas, the difference was significant (p = 0,03). 39 of
the dogs showed an activity below the defined cut-off value (2,0 pkat/L), 25 above the cut-off
value. The proportion of dogs with values above the cut-off also increased with increasing
disease stage, but no statistical relationship could be demonstrated (p = 0,198). In substage
b dogs, a higher proportion had values above the cut-off (63%) compared to only 21% in

substage a, the relationship was significant (p = 0,011). The dogs with B-cell lymphoma had
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a higher proportion of elevated values (47%) than the dogs with T-cell lymphoma (24%), but

no significant association could be demonstrated (p = 0,08).
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