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Einleitung

Lymphome zahlen zu den am h&ufigsten vorkommenden malignen
Erkrankungen bei Hunden,; sie sind fir bis zu 24 % aller diagnostizierten
kaninen Tumoren und fiir 83 % der hdmatopoetischen Neoplasien
verantwortlich.” Die jéhrliche Inzidenz wird auf rund 160 Falle je

100.000 Hunde (ber alle Altersklassen hinweg geschatzt." Lymphome
treten haufiger bei Hunden mittleren bis héheren Alters auf wobei das
mediane Alter bei Erstdiagnose 8,8 Jahre betrédgt.? Fiir Bullmastiffs, Boxer,
Berner Sennenhunde und weitere Rassen wurde eine Pradisposition mit
erhdhtem Risiko sowie einem jiingeren Erkrankungsalter beschrieben.?

Die meisten Félle von kaninem Lymphom verlaufen terminal; weniger

als 5 % der Hunde erreichen eine Heilung.'* Die Chemotherapie stellt

die zentrale Therapieoption dar; verschiedene Protokolle, einschlielich
Multi- und Monotherapie, kdnnen eingesetzt werden, um bei 80—-90 % der
Hunde eine Remission zu erreichen.** Bleibt das Lymphom unbehandelt,
betrégt die mediane Uberlebenszeit bei Hunden 4 — 8 Wochen. Durch eine
Chemotherapie kann die Uberlebenszeit auf 6 — 12 Monate verldngert
werden, wobei 20 % der Hunde zwei Jahre nach der Diagnose noch leben
Der Phinotyp ist der wichtigste prognostische Faktor fiir die Uberlebenszeit
bei Hunden; die mediane Uberlebenszeit beim aggressiven B-Zell-Lymphom
ist etwa doppelt so hoch wie beim aggressiven T-Zell-Lymphom.®

Das multizentrische Lymphom ist die hdufigste Manifestation (83 %),
wéhrend kutane (12 %) oder andere extranodale Lokalisationen

(5 %) seltener auftreten. ” Die Zytologie ist eine haufig eingesetzte
diagnostische Methode mit hoher Sensitivitat (92,6 %) und Spezifitat
(89,4 %). Zur Unterstiitzung der Prognose und Therapieplanung

kann ein unklarer zytologischer Befund durch Histopathologie oder
PCR zum Nachweis von Antigenrezeptor-Rearrangements (PARR)
bestatigt werden. Dariiber hinaus ermdglicht die Subtypisierung mittels
Histopathologie und Immunhistochemie sowie die Phénotypisierung
durch PARR oder Durchflusszytometrie eine weiterfiihrende diagnostische
Abklédrung.™® In zwei Studien waren etwa 25 % der zur Untersuchung
eingesandten Lymphknotenaspirate nicht diagnostisch verwertbar, was
die Diagnosestellung und den Beginn der Behandlung verzdgerte.'>*
Da diagnostische Befunde gelegentlich nicht eindeutig sind, kann die
Anwendung einer Kombination dieser Verfahren notwendig werden.

Der IDEXX Cancer Dx™ Test nutzt multimodale diagnostische
Technologien zur Erkennung zirkulierender Biomarker des kaninen
Lymphoms. Er Uiberwindet viele der derzeit bestehenden diagnostischen
Herausforderungen, indem er Lymphome anhand einer Blutprobe
nachweist und zusétzlich Informationen zum Phénotyp liefert, die die
klinische Entscheidungsfindung sowie Gesprache mit Tierhaltern/innen
Uber Prognose und Therapie unterstiitzen. Der Test eignet sich sowohl
fiir Hunde mit Verdacht auf ein Lymphom als auch fiir klinisch unaufféllige
Tiere mit erhohtem Risiko fiir maligne Tumore (Seniorhunde ab

7 Jahren sowie Hunde aus Risikorassen ab 4 Jahren) im Rahmen

einer Vorsorgeuntersuchung.

Rassen mit erhohtem Lymphomrisiko

Erhohtes Gesamtrisiko fiir maligne Tumorerkrankungen, einschlieBlich
Lymphom
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Methoden und Patientenpopulation

Zur Untersuchung mit dem IDEXX Cancer Dx Test wurden Proben

aus zwei privaten Spezialkliniken und einer Universitat herangezogen.

Dabei wurden Hunde mit gesichertem Lymphom, Tiere mit anderen
Erkrankungen sowie gesunde Hunde eingeschlossen. Die Bestatigung

der Diagnose eines Lymphoms erfolgte entweder durch Histopathologie

in Kombination mit Immunhistochemie (IHC) oder durch Zytologie ergéanzt
durch Immunzytochemie (ICC), PARR oder Durchflusszytometrie. Hunde
wurden von der Sensitivitats- und Spezifitdtsanalyse ausgeschlossen,

wenn sie innerhalb eines Monats vor der Probennahme eine Chemotherapie,
Steroide oder eine immunsuppressive Therapie erhalten hatten. Fiir die
Analyse von Sensitivitat und Spezifitat wurden 105 therapienaive Hunde mit
bestatigtem Lymphom, 73 Hunde mit anderen aktiven Krankheitsprozessen
sowie 156 klinisch unaufféllige Hunde eingeschlossen. Die Kategorie
anderer aktiver Erkrankungen umfasste 61 Hunde mit verschiedenen
nicht-lymphomatischen Tumoren und 12 Hunde mit unterschiedlichen
entzlindlichen Erkrankungen. Als klinisch gesund eingestufte Hunde
zeigten eine unaufféllige Allgemeinuntersuchung sowie keine relevanten



Auffalligkeiten im Blutbild und in der umfassenden klinischen Chemie.
Die B-Zell versus T-Zell-Differenzierung umfasste 83 Hunde aus der
Sensitivitats- und Spezifitdtsanalyse mit einem IDEXX Cancer Dx™-
Phéanotypisierungsergebnis sowie zuséatzlich 24 Hunde mit IDEXX Cancer
Dx-Ergebnissen, die sich entweder in Behandlung wegen eines Lymphoms
befanden oder deren Behandlungshistorie unbekannt war, sodass
insgesamt 107 Hunde eingeschlossen wurden.

Die entnommenen Proben wurden in Einfachansé&tzen tiber mehrere
Reagenzien-Chargen hinweg fiir jede Assay-Modalitét getestet. Die
Ergebnisse wurden fiir jede Kombination der Reagenzien-Chargen
analysiert, wodurch pro Patient vier potenzielle Resultate vorlagen.
Sensitivitat, Spezifitdt und pradiktive Werte des Tests fiir den
Lymphomnachweis wurden durch logistische Regression eingeschatzt.
Zur Erstellung der 95 %-Konfidenzintervalle fiir die einzelnen
statistischen Kennwerte wurden die entsprechenden Standardfehler der
Modellkoeffizienten verwendet. Zur Bestimmung der Sensitivitdt und
Spezifitat im Hinblick auf die Phanotyp-Zuordnung wurde eine logistische
Regression durchgefiihrt. Dabei kamen getrennte Modelle fiir B-Zell- und
T-Zell-Lymphome zum Einsatz, da beide Kategorien nicht strikt exklusiv
sind. Das 95%-Konfidenzintervall fiir diese Statistik wurde durch
Bootstrap-Resampling der Daten mit n = 1.000 geschétzt.

Die Auswirkungen stérender Substanzen auf die Performance des Assays
wurden durch den Vergleich der Konzentrationsverteilungen zwischen
Proben mit unterschiedlichen Interferenzgraden untersucht. Fiir diese
Analyse wurden Feldproben von 10.514 Hunden mit gepaarten Ergebnissen
aus IDEXX Cancer Dx Tests und interferierender Substanzen verwendet.

Fiir die Vergleichsanalyse wurden die Gruppen wie folgt festgelegt:
Hamolyse (N, 1+, 2+, 3—-4+), Lipadmie und Bilirubin (N, 1+, 2—-4+) sowie
Gesamtbilirubin (< 0,1; 0,1; 0,2; > 0,2). Die Bewertung der Interferenzeffekte
erfolgte durch den Vergleich der jeweiligen Gruppen mit der Referenzgruppe
(N oder < 0,1), wobei die Proportionen der IDEXX Cancer Dx-Konzentrationen
oberhalb der definierten kritischen Schwellenwerte analysiert wurden.

Die 95 %-Konfidenzintervalle dieser Statistik wurden wiederum

durch Bootstrap-Resampling geschétzt, n = 1.000.

Sensitivitat und Spezifitat fiir den Lymphomnachweis

Multizentrisch 98. (93,3 %) (94 aggressiv,
4 indolent)
%
Verteilung Kutan/mukokutan 3(29%)
Mediastinal 3(29%)
sonstige extranodale o
Lokalisationen 1(09%)
B 77 (73,3 %)
Phanotyp
T 28 (26,7 %)
| 2 (3,6 %)
1 1(1,8 %)
Stadium Il 40 (71,4 %)
v 9(16,1 %)
Vv 4(7.1 %)
PARR 25
Durchflusszytometrie 45
Phénotypisie- Unbekannte
Durchflusszytometrie 28
rungsmethode oder PARR
Immunzytochemie 5
Immunhistochemie 2

Tabelle 1. Charakterisierung von 105 Hunden mit Lymphom, die in die
Sensitivitats- und Spezifitdtsanalyse einbezogen wurden.
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Abbildung 1. Der IDEXX Cancer Dx Test erkannte 79,3 % (95 % Cl: 70,5 %,
86,0 %) Lymphomfalle mit einer Spezifitat von 98,9 % (95 % Cl: 96,2 %, 99,7 %).

Unterscheidung zwischen B- und T-Zell-Lymphom

In 56 % der Félle ergab der IDEXX Cancer Dx Test ein
Phanotypisierungsergebnis, das auf ein Lymphom hinwies. In 65,5 % der
Félle ergab der IDEXX Cancer Dx Test bekannter B-Zell-Lymphome ein
Phénotypisierungsergebnis. (95 % Cl: 54,7 %, 74,8 %) mit einer Spezifitat
von 91,3 % (95 % CI: 71,1 %, 97,8 %) und bei 8,7 % (95 % CI: 2,2 %, 28,9 %)
bekannter T-Zell-Lymphome mit einer Spezifitat von 98,8 % (95 % Cl: 92,0 %,
99,8 %).

Phénotyp nach
Durchflusszy-

IDEXX Cancer Dx | IDEXX Cancer Dx
tometrie, ICC, B-Zell T-Zell
PARR, IHC

IDEXX Cancer Dx
unbestimmt

B-Zell 28
T-Zell 2 2 19

Tabelle 2. Vergleich der durch den IDEXX Cancer Dx Test ermittelten
Phénotypisierungsergebnisse mit den mittels konventioneller Verfahren
dokumentierten Phanotypen.

Intrinsische Storfaktoren der Probe

Leichte bis maRige Lipamie, Ikterus oder Himolyse hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die Lymphomdetektion. Beobachtete
Veranderungen in der Verteilung von Biomarkern, die mit Storfaktoren
in Verbindung gebracht wurden, lagen weit unter den kritischen
Entscheidungsgrenzen.

Diskussion

Der IDEXX Cancer Dx Test ist ein hochsensitiver und -spezifischer
diagnostischer Ansatz fiir Lymphome, der aktuelle Herausforderungen

in der Lymphomdiagnostik iberwindet. Ein mit Lymphom konsistentes
Ergebnis dieses diagnostischen Tests liefert die notwendige Sicherheit,
um bei Patienten mit klinischem Verdacht auf ein Lymphom eine
Behandlung einzuleiten. Vorlaufige Daten deuten darauf hin, dass auch
andere lymphoproliferative Neoplasien — wie akute und chronische
Leukd@mien sowie myelomassoziierte Erkrankungen — aufgrund des
gemeinsamen Ursprungs aus lymphatischen Zelllinien Ergebnisse im
IDEXX Cancer Dx Test zeigen konnen, die mit einem Lymphom vereinbar
sind. Wenn der klinische Befund nicht auf Lymphom, sondern eine andere
lymphoproliferative Neoplasie hindeutet, sind klinische Informationen und
moglicherweise weitere diagnostische MaBnahmen zum Erstellen der
endgliltigen Diagnose heranzuziehen.



Bei zwei Patienten mit anderen malignen Erkrankungen ergab der IDEXX
Cancer Dx™ Test Ergebnisse, die mit einem Lymphom konsistent waren.
Der erste Patient wurde aufgrund der Histopathologie einer Primarldsion
sowie der Zytologie eines Lymphknotens etwa ein Jahr spater mit

einer metastasierten Mastzellerkrankung diagnostiziert. Zusatzliche
Untersuchungen zu diesem Fall sind im Gange, einschliel3lich einer PARR-
Analyse einer Blutprobe des Patienten, die eine klonale B-Zell-Population
nachwies. Beim zweiten Fall wurde aufgrund der Histopathologie der
Verdacht auf Milzsarkom geduBert. Weitere Untersuchungen zu diesem
Fall sind ebenfalls im Gange, einschlieRlich einer Uberpriifung mittels
Histopathologie, die fiir einen extramedullaren Plasmazelltumor spricht.

Bei gesunden Hunden ist die IDEXX Cancer Dx Diagnose auf Lymphom
selten; es wird erwartet, dass <1 von 1.000 gesunden Hunden pro Jahr eine
Lymphomdiagnose erhélt. Bei Tieren mit erhhtem Risiko fiir eine maligne
Neoplasie konnen die auf Lymphom hindeutenden Ergebnisse ein Hinweis
auf friihzeitige Erkennung einer onkologischen Erkrankung sein. Trotz der
hohen Spezifitat sind falsch-positive Ergebnisse mdglich, wenn gesunde
Hunde auf Lymphome gescreent werden — bedingt durch die sehr geringe
Pravalenz in dieser Population. Eine sorgfaltige klinische Untersuchung
und ein Uberwachungsplan werden empfohlen, um Lymphome bei
gesunden Tieren friihzeitig zu diagnostizieren.

Der IDEXX Cancer Dx Test ist ein minimal invasiver Bluttest zum Nachweis
von Lymphomen und zur Durchfiihrung einer Phénotypisierung. In 56 %
der IDEXX Cancer Dx Ergebnisse, die mit einem Lymphom konsistent sind,
ist eine Phanotypisierung ohne zusatzliche Kosten verfiigbar. Bei 66 %
der Hunde mit B-Zell-Lymphom konnten Phénotypisierungsergebnisse
erhoben werden. Sowohl biologische Variationen der Lymphome als

auch deren anatomische Lage und Subtyp konnen die Frequenz von
Lymphomdiagnosen und verfligbaren Phanotypisierungsergebnissen
beeinflussen. Analog zu anderen diagnostischen Verfahren fir
Lymphome sollte bei persistierendem klinischem Verdacht trotz eines
nicht konsistenten IDEXX Cancer Dx Ergebnisses eine zuséatzliche
Abklérung, beispielsweise durch zytologische oder histopathologische
Untersuchungen, erfolgen, um eine gesicherte Diagnose zu erreichen

Schlussfolgerung

Mit dem IDEXX Cancer Dx™ Test steht ein hochsensitives und spezifisches
Diagnoseverfahren zur Verfligung, das Lymphome friihzeitig nachweisen
kann — sowohl bei Patienten mit klinischem Verdacht als auch bei

Hunden mit alters- oder rassebedingtem erhdhtem Risiko fiir eine

maligne Neoplasie. Die Testung erfolgt anhand Ublicherweise gewonnener
Blutproben. Dariiber hinaus ermdglicht der IDEXX Cancer Dx Test

eine kostenfreie Phanotypisierung derselben Probe, wodurch sowohl
therapeutische Entscheidungen als auch prognostische Einschatzungen
unterstiitzt werden kénnen.
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