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I. EINLEITUNG

Das kanine intestinale Lymphom ist eine primédre lymphatische Neoplasie, die im
Intestinaltrakt in den Lokalisationen Diinndarm und Dickdarm mit absteigender
Haufigkeit auftritt (Couto et al, 1989, Coyle und Steinberg, 2004). Diese
extranodale Form, zusammen mit dem gastrischen Lymphom, kommt nach der
multizentrischen am zweithdufigsten vor und macht ca. 5-7 % aller kaninen
Lymphomfille aus (Couto ef al., 1989). Das kanine intestinale Lymphom weist im
Vergleich zur multizentrischen Form eine extrem schlechte Prognose auf. In
Kombinations-Chemotherapie-Protokollen mit oder ohne operativer Entfernung
des primiren Tumors wurde eine mediane Uberlebenszeit von 77 Tagen berichtet

(Rassnick et al., 2009).

Die Diagnose des kaninen intestinalen Lymphoms erfolgt durch morphologische
Untersuchungen wie der Zytologie von per Feinnadelaspiration (FNA)
entnommenen Zellmaterialien oder der Histopathologie von endoskopisch oder
laparatomisch entnommenen Bioptaten. Allerdings sind wegen der &hnlichen
histopathologischen Bilder zwischen intestinalen Lymphomen und Enteritiden,
vor allem lymphoplasmazelluldrer Enteritis (LPE), diese vollig unterschiedlichen
Erkrankungen nur schwierig differenzierbar, vor allem wenn Aspirate oder
endoskopische Proben zur morphologischen Untersuchung verwendet werden
(Evans et al., 2006, Kleinschmidt et al., 2006). Zur definitiven Diagnose ist daher
meist eine histopathologische Untersuchung von laparatomisch entnommenen
Volldarmbioptaten mit oder ohne Immunhistochemie erforderlich, vor allem um
die Invasivitit der Tumorzellen in den tieferen Darmschichten beurteilen zu
konnen. Aufgrund der geringeren Invasivitit der Prozedur und hoheren
Praktikabilitdt wird in der Praxis die endoskopische Probenentnahme bevorzugt.
Diese Gewebeproben konnen jedoch die Beurteilung erschweren, weil
endoskopische Gewebeproben meist nur oberfldchliches Gewebe, Darmmukosa,
enthalten und die Orientierung der Gewebestruktur im Paraffinblock nur

schwierig zu interpretieren ist (Evans et al., 2006, Washabau et al., 2010).

Um die Diagnosestellung mit endoskopisch entnommenen Gewebeproben zu
verbessern, wurde die  Wertigkeit der Klonalititsanalyse  mithilfe

Polymerasekettenreaktion flir Antigen-Rezeptor-Gen-Rearrangement (PARR) bei
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kaninen gastrointestinalen Lymphomen untersucht. Nach Fukushima und
Kollegen zeigte sich eine erheblich niedrigere Sensitivitit bei kaninen
gastrointestinalen Lymphomen im Vergleich zur primdren Studie nach Burnett
und Kollegen, in der die Wertigkeit der PARR-Analyse zur Detektion der
lymphatischen Neoplasien wie lymphatische Leukimien und multizentrische
Lymphome getestet wurde (Burnett et al., 2003, Fukushima et al., 2009). Die
Sensitivitdt der PARR-Analyse ist vor allem abhédngig von der Zellpopulation im
Hintergrund, die in der PARR-Analyse unvermeidlich eingeschlossen wird.
Burnett und Kollegen zeigten hierzu, dass Monoklonalitit nachgewiesen werden
konnte, wenn Desoxyribonukleinsdure (DNA) von lymphatischen Neoplasien in
die von einem nicht-lymphatischen Gewebe (Leber) bis 0,1 % im Verhéltnis
eingemischt wurde. Wenn anderseits DNA von lymphatischen Neoplasien in die
von lymphatischen Geweben (Milz und Thymus) eingemischt wurde, konnte
Monoklonalitidt nur bis 1 % beziehungsweise 10 % im Verhiltnis identifiziert
werden (Burnett et al., 2003). Die niedrigere Sensitivitdt nach Fukushima und
Kollegen kann daher der Koexistenz reaktiver Lymphozyten zugeschrieben
werden, da LPE meist mit neoplastischen Lymphozyten einhergeht (Couto et al.,

1989, Fukushima et al., 2009).

Die Hypothese der nachfolgenden retrospektiven Studie ist daher, dass die PARR-
Analyse bei kaninen intestinalen Lymphomen zur Detektion der neoplastischen
Lymphozyten genauso diagnostisch wertvoll ist, wie bei lymphatischen
Leuk&mien und multizentrischen Lymphomen, allerdings nur, wenn zur PARR-
Analyse reprisentative Materialien mit neoplastischen Zellen eingeschlossen
werden konnen. Zu diesem Zweck wurden Formalin-fixierte, Paraffin-
eingebettete (FFPE) Volldarmproben verwendet. Auf Gewebeschnitten wurde ein
repriasentativer Bereich fokussiert und markiert, in dem neoplastische
Lymphozyten reichlich vorhanden waren. Aus dem entsprechenden Bereich der
FFPE-Blocke wurde DNA extrahiert, um zur PARR-Analyse eine mdglichst
geringe Anzahl der reaktiven Lymphozyten einzuschlieBen. Das primédre Ziel der
vorliegenden Studie ist, die Wertigkeit der PARR-Analyse zur Differenzierung
der kaninen intestinalen Lymphome von Enteritiden zu {iberpriifen. Ein
sekundires Ziel ist die Bestimmung der Phédnotypen bei kaninen intestinalen
Lymphomen mittels PARR-Analyse und Immunhistochemie, deren systematische

Darstellung in der  Literatur  nur  wenig beschrieben ist.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Das kanine gastrointestinale Lymphom

Da in der Literatur meist kanine gastrische und intestinale Lymphome zusammen
beschrieben werden, werden hier auch kanine intestinale Lymphome samt

gastrischen Lymphomen erldutert.

1.1. Vorkommen und klinisches Bild

Einer Studie zufolge macht das gastrointestinale Lymphom bei Hunden ca. 6 %
aller gastrointestinalen Tumoren aus (Patnaik et al, 1977). Nach dem
multizentrischen Lymphom ist das gastrointestinale Lymphom die zweithdufigste
Form und betrdgt ca. 5-7 % aller kaninen Lymphom-Félle (Couto et al., 1989).
Riiden scheinen héufiger betroffen zu sein. Obwohl auch junge Hunde erkranken,
sind meist Hunde im mittleren und hohen Alter betroffen (Couto et al., 1989,

Coyle und Steinberg, 2004, Frank et al., 2007, Rassnick et al., 2009).

Gegeniiber der multizentrischen Form fehlt normalerweise beim gastrointestinalen
Lymphom eine VergroBerung der peripheren Lymphknoten (Couto et al., 1989,
Frances et al., 2013, Miura et al., 2004, Rassnick et al., 2009). Der Diinndarm ist
am hiufigsten betroffen, gefolgt von Magen und Dickdarm (Couto et al., 1989,
Coyle und Steinberg, 2004). Tumor-Lisionen manifestieren sich meist mit
diffuser Verbreitung im Gastrointestinaltrakt (GIT), sie konnen dennoch als
multifokale oder lokale Verdickung der Darmschichten auftreten (Couto et al.,
1989, Coyle und Steinberg, 2004, Frances et al., 2013, Miura et al., 2004). In
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien wurde ein transmurales Einwachsen mit
Darmperforation beobachtet, infolgedessen auch die Entwicklung einer Peritonitis
moglich ist (Couto ef al., 1989). Regionale Metastasen sind nicht selten und deren
Lokalisationen umfassen mesenteriale Lymphknoten, die Leber, die Milz sowie in
seltenen Fillen auch das Knochenmark (Couto et al., 1989, Coyle und Steinberg,
2004, Frank et al, 2007, Rassnick et al, 2009). Hunde mit einem
gastrointestinalen Lymphom zeigen unspezifische klinische Bilder wie Lethargie,
Gewichtsverlust, Inappetenz, Erbrechen oder Durchfall (Couto ef al., 1989,
Frances et al., 2013, Frank et al., 2007, Rassnick et al., 2009). Bei der Palpation

kann in einigen Fillen eine intra-abdominale Masse getastet oder abdominale
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Schmerzhaftigkeit hervorgerufen werden (Couto et al, 1989). Bei der
hédmatologischen Untersuchung konnen Andmien oder Neutrophilien mit oder
ohne Linksverschiebung erkannt werden. Serologisch sind am meisten
Hypoproteindmie sowie Hypalbumindmie durch Durchfall und Malabsorption
auffillig (Couto et al., 1989, Frances et al., 2013, Frank et al., 2007, Miura et al.,
2004, Rassnick et al., 2009). Bei der Rontgen-Untersuchung des Abdomens mit
einem Kontrastmittel konnen unregelméBige Oberflachen der Darmmukosa und in
seltenen Fillen obstruktive Areale beobachtet werden. Eine komplette
Obstruktion des Darms ist aber sehr selten (Couto et al., 1989, Frances et al.,
2013). Sonographisch konnen eine Verdickung und ein Verlust der
Darmschichten sowie vergroferte abdominale Lymphknoten gefunden werden,
aber diese Befunde sind nicht spezifisch fiir das gastrointestinale Lymphom
(Frances et al., 2013). Endoskopisch kann eine Pflasterstein-dhnliche Erscheinung
oder eine unregelméBig veranderte Darmmukosa mit fleckigem Erythem, die auch
bei LPE auftreten kann, erkannt werden. In seltenen Fillen kann auch eine solitire

Masse gefunden werden (Miura et al., 2004).

1.2 Atiologie und Priidisposition

Die Atiologie des kaninen gastrointestinalen Lymphoms ist weitgehend unbekannt.
Basierend auf dem Auftreten von neoplastischen Lymphozyten und einer LPE
wurde eine Assoziation der Entwicklung des gastrointestinalen Lymphoms mit
der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung (inflammatory bowel disease, IBD)
vermutet, aber nicht bestétigt (Couto et al., 1989). Bei einer Rasse-spezifischen
Enteropathie (Basenji-Enteropathie) wurde eine nachfolgende Entwicklung eines
gastrointestinalen Lymphoms beschrieben (Breitschwerdt et al, 1982,
MacLachlan et al., 1988). Trotz dieser initialen Berichte konnen in der Literatur
dennoch keine weiteren Berichte liber die mdgliche Rasse-Pradisposition fiir das

gastrointestinale Lymphom bei dieser Rasse gefunden werden.

In der Literatur gibt es zwei Studien, die auf einen potentiellen Zusammenhang
zwischen IBD und einer Entwicklung des gastrointestinalen Lymphoms hinweisen.
Eine wesentliche Studie zur Analyse der Klonalitit bei Hunden mit IBD mittels
Gene-Scanning zeigte beispielweise eine verringerte Diversitit der Lymphozyten
im Darm, die nicht nur eine oligoklonale, sondern sogar eine monoklonale
Lymphozytenpopulation aufwies. AuBBerdem berichteten die Autoren dieser Studie

nachtriglich, dass ein Hund mit IBD, der Monoklonalitit aufgezeigt hatte, im
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spéiteren Zeitpunkt ein gastrointestinales Lymphom entwickelte (Olivero et al.,
2011). Die andere Studie, die immunhistochemisch eine anti-apoptotische
Zellpopulation bei Hunden mit IBD analysierte, zeigte, dass es sich bei der anti-
apoptotischen Zellpopulation nicht um B-Zellen, sondern um T-Zellen handelt
(Jergens et al., 2014). Allerdings wurde in der Humanmedizin beschrieben, dass
Patienten mit IBD (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa) kein signifikant oder nur ein
gering erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines Lymphoms besitzen (Askling et
al., 2005).

1.3. Diagnostisches Vorgehen

Die Diagnose des kaninen gastrointestinalen Lymphoms erfolgt mit
morphologischer Begutachtung wie Zytologie und Histopathologie. Die
Aussagekraft der morphologischen Untersuchung ist abhéngig von der Zellularitat
und davon, bis zu welchem Grad die Darmschichten und die Gewebestruktur
erhalten sind (Washabau et al., 2010). Fiir die Probengewinnung gibt es drei
Methoden: perkutane Feinnadelaspiration (FNA), Endoskopie und Laparatomie.
Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile. FNA erfolgt unter einer
sonographischen Darstellung der gezielten Region. Diese Methode ist ohne
Narkose leicht durchfithrbar und gering invasiv, aber die entnommenen Proben
sind so klein, dass eine Differenzierung zwischen Enteritiden und Lymphomen
nicht eindeutig erfolgen kann (Bonfanti et al., 2006). Die endoskopische
Probenentnahme bedarf einer Narkose, ist aber relativ gering invasiv. Mit dieser
Methode ist eine direkte Visualisierung der Lésionen moglich, die
Probenentnahme ist jedoch meist auf die Darmoberfliche (Mukosa) begrenzt
(Evans et al., 2006, Kleinschmidt et al, 2006). Die laparatomische
Probenentnahme ist sehr invasiv. Wegen eines schlechten Erndhrungszustandes
der Hunde mit einem gastrointestinalen Lymphom kann die laparatomische
Probenentnahme mit einem erhohten Risiko perioperativer sowie postoperativer
Komplikationen verbunden sein (Bonfanti et al, 2006). Diese Methode

ermoglicht aber als Einzige eine Probenentnahme der Volldarmwandschichten.

Bei den mit FNA entnommenen Proben ist die Begutachtung auf die Zell-
Morphologie begrenzt. Aulerdem kdnnen die endoskopischen Proben nicht genug
Material liefern, um zwischen LPE und gastrointestinalen Lymphomen eindeutig
differenzieren zu konnen (Kleinschmidt et al., 2006, Washabau et al., 2010). Zur

definitiven Diagnose ist daher eine histopathologische Untersuchung der
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Volldarmwandschichten unabdingbar.

1.4. Prognostische Faktoren und Prognose

Die Prognose des kaninen gastrointestinalen Lymphoms ist trotz Einsatz eines
Kombinations-Chemotherapie-Protokolls mit oder ohne chirurgischer Entfernung
des priméren Tumors extrem schlecht. Frank und Kollegen zeigten eine mediane
Uberlebenszeit von 13 Tagen bei 30 primiren gastrointestinalen Lymphomen.
Rassnick und Kollegen berichteten eine mediane Uberlebenszeit von 44 Tagen bei
18 gastrointestinalen Lymphomen, unter denen jedoch fiinf multizentrische
Lymphome eingeschlossen waren (Frank et al., 2007, Rassnick et al., 2009). Die
geschitzte Wahrscheinlichkeit des Uberlebens von sechs und zwdlf Monaten nach
Beginn der Chemotherapie lag bei 25 % beziehungsweise 18 % (Rassnick et al.,
2009). Trotz der schlechten Prognose des kaninen gastrointestinalen Lymphoms
wurden jedoch auch einzelne Langzeit-Uberlebende beschrieben. Hierbei
scheinen kolorektale Lymphome eine bessere Prognose aufzuweisen. Ein Hund
mit einem kolorektalen Lymphom, der mit einer Chemotherapie behandelt wurde,
blieb fiinf Jahre nach Beginn der Therapie in der Remission (Couto et al., 1989).
Ein dreijéhriger Dachshund mit einem solitdren rektalen Lymphom, der mit einer
Chemotherapie ohne operative Entfernung des primaren Tumors behandelt wurde,
war nach ca. einem Jahr noch am Leben (Miura ef al., 2004). Ferner waren zwei
Hunde mit einem kolorektalen Lymphom, von denen einer mit einer
Chemotherapie inklusive einer operativen Entfernung behandelt wurde, und der
Andere nur mit Prednison therapiert wurde, nach 84 beziehungsweise 31 Monaten

noch am Leben (Frank et al., 2007).

Einer klinischen Studie zufolge scheint der B-Zell-Phinotyp eine Tendenz zu
einer besseren Prognose zu haben. Dies war allerdings statistisch nicht signifikant
(Rassnick et al., 2009). Als andere positive prognostische Faktoren wurden das
Erreichen der kompletten oder partiellen Remission mit einer Chemotherapie und
das Nichtvorhandensein eines Durchfalls bei den initialen klinischen Bildern

beschrieben (Rassnick et al., 2009).

1.5. Histologisches Bild und Immunphiinotyp
In der ersten systematischen Deskription der kaninen gastrointestinalen
Lymphome wurden 20 Félle des priméren gastrointestinalen Lymphoms inklusive

finf Fille der multizentrischen Form mit GIT-Beteiligungen histopathologisch



II. Literaturiibersicht 7

untersucht. Die primdren anatomischen Lokalisationen umfassten den Magen
(40 %), den Diinndarm (47 %) und den Dickdarm (13 %). Histopathologisch
wurden sie durch diffuse Infiltrate der ungekerbten Zellen in die Submukosa und
Lamina propria gekennzeichnet. LPE war meist mit neoplastischen Lymphozyten
vergesellschaftet und die entziindete Mukosa iiberdeckte die in der Submukosa
liegenden lymphomatdsen Lésionen. Ein besonderes Merkmal in dieser Studie ist,
dass neoplastische Lymphozyten von der Submukosa zu stammen schienen, was
im Gegensatz zu einer nachfolgenden Studie steht (Couto ef al., 1989). Eine
andere systematische Studie mit 44 Fillen des priméren gastrointestinalen
Lymphoms zeigte ndmlich einen ausgeprédgten Epitheliotropismus, der nur bei T-
Zell-Lymphomen beobachtet wurde (Coyle und Steinberg, 2004). Zwei andere
Studien ermittelten ebenfalls Epitheliotropismus bei kaninen gastrointestinalen T-
Zell-Lymphomen (French et al., 1996, Ozaki et al., 2006). Histopathologische
Bilder der kaninen gastrointestinalen Lymphome wurden in der Studie von Coyle

und Steinberg niher dargestellt und sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Entgegen der frilheren Vermutung, dass das kanine gastrointestinale Lymphom
primir aus B-Zellen entstiinde, zeigten Coyle und Steinberg, dass 75 % der Fille
vom T-Zell-Phénotyp, 10 % vom B-Zell-Phinotyp und 15 % vom nicht-B-nicht-
T-Zell-Phinotyp waren (Coyle und Steinberg, 2004). Zwei nachfolgende klinische
Studien berichteten eine @hnliche Pridvalenz des T-Zell-Phédnotyps bei kaninen
gastrointestinalen Lymphomen (63 % fiir T-zellig gegeniiber 37 % fiir B-zellig)
(Frank et al., 2007, Rassnick et al., 2009).

Ferner wurde eine Sonderform der kaninen gastrointestinalen T-Zell-Lymphome
mit ausgeprégter eosinophiler Infiltration beschrieben (Marchetti et al., 2005,
Ozaki et al., 2006). Beim gastrointesinalen B-Zell-Lymphom wurde auch eine
besondere Form mit der Mott-Zell-Differenzierung berichtet (De Zan et al., 2009,
Kodama et al, 2008, Stacy et al, 2009). Die Existenz des priméren
gastrointestinalen Natiirliche-Killer (NK)-Lymphoms wurde in einem Fallbericht
vorgestellt, wobei allerdings keine eindeutige Immunphénotypisierung

durchgefiihrt wurde (Snead, 2007).
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Tab. 1: Histopathologische Charakteristika der kaninen gastrointestinalen Lymphome nach Coyle und Steinberg, 2004.

Mitose
Immunphénotyp Nukleus Zytoplasma Chromatin Nukleolus (/400 x Sonstige
Feld)
. pleomorph (rund, polygonal, reniform) gering-mapBig, diffus dicht, getiipfelt granulds, o .
D3 mittel-hochgradige Anisokaryose amphophil-basophil basophil selten 34 Epitheliotropismus
rund. ovoid Tingible-Body-Makrophagen
CD20" ’ gering stark basophil unauffallig <1 Starry-Sky- (Sternenhimmel) Erscheinung

mittelgradige Anisokaryose Follikuldre Struktur

CD37/CD20" pleomorph (rund, ovoid, polygonal)

i klumpt 1 2-3 oder<1 Anaplastische Zell
(gemischt) hochgradige Anisokaryose gerng vercump oder aplastisehe setiell
CD3°/CD20 pleomorph (ru.nd, ovF)1d, polygonal) gering mittelgradig basophil, 1-2 1 Zellen mit Karyomegalie
hochgradige Anisokaryose verklumpt
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2. Weitere Diagnostik

2.1. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung ist nicht nur zur Diagnose der Tumoren,
sondern auch zur Identifizierung des Gewebeursprungs eines Tumors unabdingbar.
Bei Lymphomen ist der Nutzen der Immunphénotypisierung enorm (Mason und
Gatter, 1987). Das Prinzip basiert auf der Antigen-Antikdrper-Reaktion. Die zur
Antigen-Detektion verwendeteten Antikdrper unterscheiden sich durch die
Herstellungsprozedur und ihre Eigenschaften in polyklonal und monoklonal
(Leenaars und Hendriksen, 2005, Lipman et al., 2005). Obwohl der monoklonale
Antikorper nur ein Epitop erkennt und damit konsistent ein bestimmtes Antigen
detektieren kann, kann er flir Verdnderungen des Antigens wie Glykosylierung
oder Degeneration anfillig sein. Anderseits ist der polyklonale Antikorper fiir die
Verdnderungen des Antigens nicht so anfillig wie der monoklonale Antikorper,
da er von verschiedenen Plasmazellen produziert wird und somit heterogene

Epitope erkennen kann (Lipman et al., 2005).

Bei der routineméfBigen immunhistologischen Untersuchung werden ein primérer
Antikorper, der das zu detektierende Molekiil erkennt, und ein sekundérer
Antikorper, der das Spezies-Immunglobulin des primédren Antikdrpers erkennt,
verwendet. Der sekundédre Antikorper kann im Voraus biotinyliert werden. Das
Biotin besitzt eine hohe Affinitit fiir das Avidin, das ebenfalls vorab mit der
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt werden kann. Insgesamt wird ein Peroxidase-
Komplex am gezielten Antigen abgelagert. Zur Visualisierung des Ziel-Molekiils
kommt meist ein Chromogen 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) zum Einsatz. DAB
formt in Anwesenheit von Peroxidase und Wasserstoffperoxid ein unldsliches
braunes Polymer, das unter dem Mikroskop veranschaulicht werden kann

(Heyderman, 1979).
2.1.1. Phinotyp-Marker

2.1.1.1. CD3

CD3 besteht aus fiinf Polypeptiden und bildet zusammen mit dem T-Zell-
Rezeptor (TCR) den TCR-Komplex (Rezuke et al., 1997). Zur Aktivierung des
TCR ist die CD3-Exprimierung auf der Zellmembran notwendig (Smith-Garvin et
al., 2009). CD3 exprimieren Thymozyten und T-Zellen, die sich bereits dem
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Reifungsprozess unterzogen haben (Rezuke ef al, 1997). Die Wertigkeit der
Immunhistochemie mit dem CD3-Antikorper zur Diagnosestellung des
Lymphoms sowie zur Immunphénotypisierung der T-Zelllinie wurde auch in der

Veterindrmedizin bestitigt (Ferrer ef al., 1992, Fournel-Fleury et al., 2002).

2.1.1.2. CD20

CD20 wird essentiell bei der B-Zelllinie, vor allem, von Pra-B-Zellen und reife B-
Zellen exprimiert (Rezuke et al., 1997). Als dessen Funktion wird eine Kalzium-
Transduktion zur Signal-Ubermittlung vermutet (Bubien et al, 1993). Zur
Identifizierung der B-Zell-Lineage wird der CD20-Antikérper auch in der

Veterindrmedizin erfolgreich eingesetzt (Jubala et al., 2005).

2.1.1.3. CD79

CD79 wird in CD79a und CD79b unterteilt und sie bilden zusammen ein
Heterodimer. Funktionell ist es die Entsprechung von CD3 der T-Zelle (Dylke et
al., 2007). Wiahrend CD20 erst im Stadium der Prd- und reife-B-Zell-Phase
exprimiert wird, wird CD79 schon im Stadium der Progenitor-Phase, vor der
Aufstellung des Immunglobulin-V-Gens sowie der Produktion der Immunglobulin
M (IgM)-Ketten, exprimiert (Reth, 1992). Aufgrund dessen kann mit dem CD79-
Antikorper ein breiteres Spektrum der B-Zell-Lineage als mit dem CD20-
Antikorper identifiziert werden (Coyle und Steinberg, 2004, Jones ef al., 1993).

2.2. PARR

Die PARR-Analyse ist sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterindrmedizin gut etabliert. In der Veterindirmedizin kommt die PARR-
Analyse zur Diagnosestellung lymphatischer Neoplasien wie Lymphome und
lymphatische Leukdmien, zur Bestimmung des Tumor-Stadiums, zur Detektion
der minimalen Resterkrankung (MRD) und zur Entdeckung des Friihstadiums der
kutanen Lymphome zum Einsatz (Affolter et al., 2009, Burnett et al., 2004,
Burnett et al., 2003, Chaubert et al., 2010, Gentilini et al., 2009, Keller et al.,
2004, Lana et al., 2006, Langner et al., 2014, Sato et al., 2011a, Sato et al., 2011b,
Sato et al., 2013, Tamura et al., 2006, Thilakaratne et al., 2010, Valli et al., 2006,
Yagihara et al., 2007, Yagihara et al., 2009, Yamazaki et al., 2010). Weil das fiir
die PARR-Analyse bendtigte Material genomische DNA ist, kann ein
Vorhandensein neoplastischer Lymphozyten mit einer winzigen Menge der

Proben wie FNA-Material analysiert werden. Des Weiteren kann gleichzeitig zur
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Diagnosestellung der lymphatischen Neoplasien eine Phénotypisierung (B- oder

T-Zell-Phinotyp) durchgefiihrt werden (Rezuke ef al., 1997).

2.2.1.  Prinzip

Die PARR-Analyse basiert auf einer molekularbiologischen Eigenschaft, die nur
bei Lymphozyten spezifisch vorhanden ist (Raulet, 1989, Schatz ef al., 1992). Der
Antigen-Rezeptor fungiert bei Lymphozyten als Erkennungsmolekiil fiir eine
Unmenge verschiedener Antigene. Das Immunglobulin im Fall der B-
Lymphozyten sowie TCR im Fall der T-Lymphozyten weisen eine extrem hohe
Diversitdt auf, um alle moglichen Antigene zu erkennen (Tonegawa, 1983). Das
Immunglobulin besitzt zwei Einheiten: Die Immunglobulin-Schwer-Kette (IgH)
und die Immunglobulin-Leicht-Kette (IgL). Jeweils zwei Molekiile werden
zusammengesetzt, um ein Y-Form-Protein zu bilden. Das Immunglobulin hat
zwel funktionelle Doménen inne, die variable Region, die Antigene erkennt, und
die konstante Region, die mit der Bindung mit der Zellmembran sowie

Komplementen assoziiert ist (Lipman et al., 2005, Tonegawa, 1983) (Abb. 1).

7~
VvV
//// b variable Doméane
Vv e
L scDR

CH \ konstante Domane

leichte Kette =, schwere Kette

CH3‘ '

\
:(4

Abb. 1: Schematische Darstellung der Immunglobulin-Struktur.

CDR: Komplementaritits-determinierende Region, Cy: konstante
Doméne der schweren Ketten, C;: konstante Doméne der leichten
Ketten, Vy: variable Doméne der schweren Ketten, Vi: variable Doméne

der leichten Ketten
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Bei Menschen unterscheiden sich neun Immunglobulin-Klassen durch die
konstanten Regionen und umfassen IgM, 1gG1, IgG2, IgG3, 1gG4, 1gAl, IgA2,
IgD und IgE (Kinoshita und Honjo, 2001). Der TCR hat dagegen vier
unterschiedliche Ketten (o-, B-, y-, 0-Kette) und bildet zwei Heterodimere,
entweder eine af}-Kette oder yd-Kette, die ebenfalls die variable und die konstante

Region besitzen (Raulet, 1989).

Um die variable Region zu bilden, werden wihrend des Reifungsprozesses der
Lymphozyten drei Gene, variable-Gen (V), diversity-Gen (D) und joining-Gen (J)
im Fall von IgH, TCRf und TCRSJ, und zwei Gene, V- und J-Gen im Fall von IgL,
TCRa und TCRy rekombiniert (Abb. 2).

V-Gene D-Gene J-Gene C-Gene
\ -
\ -
|} -
Y &~

// f/ // /[ D-J-Rearrangement

-
-
-
-
—’——
-
-
-

/f // V-D-J-Rearrangement

<_-_
A

V-D-J-C kodierende mRNA

Abb. 2: Schematische Darstellung der V-D-J-Rekombination.
V-Gene: variable Gene, D-Gene: diversity-Gene, J-Gene: joining-Gene, C-Gene:

constant-Gene. mRNA: messenger RNA (Ribonukleinsaure)

AuBlerdem werden zufilligerweise nicht-kodierende Basen ausgeldoscht oder
hinzugefiigt, um weiter die Diversitidt zu erhohen (Raulet, 1989, Schatz et al.,
1992). Infolgedessen besitzen alle Lymphozyten die fiir Individuen hoch
spezifischen Basenlédngen und -sequenzen in der sogenannten Komplementaritits-
determinierenden Region (CDR1-3). Dieser Region nebeneinander liegend kommt
eine bei den Basensequenzen relativ konservierte, sogenannte Framework-Region
vor, die sich fiir die Erstellung der Primer eignet. Ein Forward-Primer auf der
Framework-Region des V-Gens und ein Reverse-Primer auf der sequenziell gut
konservierten Region des J-Gens werden erstellt, damit ein Amplikon auf der

CDR, vor allem gezielt auf die CDR3, amplifiziert werden kann (Rezuke et al.,
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1997, Tamura et al., 2006, Yagihara et al., 2007). Weil bei den somatischen
Zellen auBler Lymphozyten keine Genrekombination stattfindet, bleibt bei ihnen
das Immunglobulin- und TCR-Gen in der Keimbahn-Konfiguration, bei der das
V- und J-Gen miteinander so weit entfernt sind, dass mit den obengenannten

Primern keine Amplifikation erfolgt (Rezuke et al., 1997).

PCR-Produkte konnen je mnach deren Basenlinge und damit deren
Abwanderungsgeschwindigkeit auf der Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mit
einem UV-Illuminator visualisiert werden. Neoplastische lymphatische Zellen
weisen genetisch eine monoklonale Zell-Population auf, reaktive Lymphozyten
dagegen eine polyklonale Zellpopulation. Dementsprechend kénnen neoplastische
lymphatische Zellen auf der Gel-Elektrophorese als ein Band oder zwei Bénder,
die auf eine Gen-Rekombination der beiden Allele hindeuten, dargestellt werden.
Reaktive Lymphozyten weisen hingegen ein Abstrich-Muster (Smear) auf (Abb.
3).

Entzindung

Elektrophorese

Abb. 3: Schematische Darstellung der PARR-Analyse.

Neoplastische monoklonale Lymphozyten werden auf der Gel-
Elektrophorese als ein Band (oder zwei Binder) dargestellt (Bahn
links, Lym.). Reaktive polyklonale Lymphozyten weisen hingegen ein

Abstrich-Muster (Smear) auf (Bahn rechts, Entz.).

Die PARR-Analyse ermdglicht somit eine relativ objektive Beurteilung (Langerak
et al., 2012). Neben der konventionellen Gel-Elektrophorese-basierten Methode

werden in letzter Zeit auch das Gene-Scanninig, das auf der
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Kapillarelektrophorese beruht, und die Schmelzkurvenanalyse, die mit Real-
Time-PCR kombiniert wird, eingefiihrt (Gentilini et al., 2009, Langner et al.,
2014).

2.2.2. Sensitivitit

Die Sensitivitit der PARR-Analyse zur Detektion neoplastischer Lymphozyten
wurde je nach den verwendeten Primern und den analytischen Methoden
unterschiedlich dargelegt und liegt zwischen 66,7 % bis 99,7 % (Fukushima et al.,
2009, Gentilini et al., 2009). Die Sensitivitdt hingt von zwei Faktoren ab: Erstens
geht es um die Fihigkeit der verwendeten Primer, sich an die Ziel-Sequenzen
anlagern zu konnen. Weil umfangreiche Sequenzdaten der rekombinierten
Antigen-Rezeptor-Gene bei Hunden noch fehlen, ist es zurzeit schwierig, mit der
PARR-Analyse alle rekombinierten Antigen-Rezeptor-Gene zu detektieren.
Deshalb ist es unvermeidbar, dass ein falsch-negatives Ergebnis auftritt (Keller
und Moore, 2012). Zweitens geht es darum, eine Monoklonalitidt in Anwesenheit
der nicht-neoplastischen Lymphozyten detektieren zu kénnen (Keller und Moore,
2012). Hierzu spielt der Ursprung der Gewebeproben, lymphatisch oder nicht-
lymphatisch, eine groBBe Rolle. Beispielweise konnte eine Monoklonalitét
detektiert werden, wenn DNA von Zellen einer lymphatischen Neoplasie in die
eines nicht-lymphatischen Gewebes (Leber) im Verhiltnis bis zu 1:1000
eingemischt wurde. Wenn dagegen DNA von Zellen einer lymphatischen
Neoplasie in die von lymphatischem Gewebe (Milz und Thymus) eingemischt
wurde, stieg der Schwellenwert auf 1:100 beziehungsweise 1:10 im Verhiltnis an
(Burnett et al., 2003). Ferner kann die Art der fiir die Elektrophorese verwendeten
Gele auch die PARR-Sensitivitit beeinflussen. Aufgrund der besseren
Auftrennungsfahigkeit weist das Polyakrylamidgel eine bessere Sensitivitdt als

das Agarosegel auf (Gonzalez et al., 1999).

2.2.3. Spezifitit

Die Spezifitit der PARR-Analyse liegt meist beinahe bei 100 %. Diese sollte
jedoch in einigen Féllen zusammen mit dem klinischen Bild vorsichtig
interpretiert werden (Avery, 2009). Diesbeziiglich wurde berichtet, dass eine
Infektion mit FEhrlichia canis mit einer oligoklonalen oder monoklonalen
Proliferation der T-Zellen verbunden sein kann (Burnett ef al., 2003, Vernau und

Moore, 1999). Ferner kann, wenn das DNA-Material nur in geringer Menge
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vorhanden ist, eine unreproduzierbare Oligo-Monoklonalitit, eine sogenannte
Pseudoklonalitdt, auftreten (Elenitoba-Johnson ef al., 2000). Des Weiteren weist
das Keimzentrum der Lymphknoten, in dem eine reaktive Proliferation der B-
Zellen stattfindet, ein limitierendes Repertoire der B-Zellen auf. Mithilfe der
Mikrodissektion der Keimzentren wurde mit der PARR-Analyse eine Oligo-
Monoklonalitit nachgewiesen (lijima et al., 2000). Schlieflich wurde aufgrund
der dauerhaften Stimulierung der Immunzellen bei &lteren Menschen im
Vergleich zu jlingeren oOfter eine Oligoklonalitit oder Monoklonalitdt der
Lymphozyten nachgewiesen (Cook und Beverley, 2001). Daher wird der alleinige
Einsatz der PARR-Analyse zur Diagnostik der lymphatischen Neoplasien nicht
empfohlen und PARR-Ergebnisse sollen im Zusammenhang mit dem klinischen

Bild, moglichst auch mit morphologischen Untersuchungen interpretiert werden.

2.2.4.  Heteroduplex-Analyse

Mit dieser Analyse konnen PCR-Produkte auf der Gel-Elektrophorese nicht nur
auf Basis der Basenldnge, sondern auch der Basensequenzen aufgetrennt werden
(Cook und Beverley, 2001). Diese Methode beruht auf der
Konformationsveranderung der Polynukleotide, die durch eine erneute
Denaturierung und anschlieBende Rehybridisierung der PCR-Produkte induziert
wird (Langerak et al., 1997). Nach dem Abschluss der PCR bilden sich homogene
PCR-Produkte, die komplementér identisch sind. Wenn das DNA-Material von
genetisch heterogener Zellpopulation wie reaktiven Lymphozyten stammt,
bestehen die PCR-Produkte aus in der Basenldnge und -sequenz verschiedenen
Polynukleotiden, die zu diesem Zeitpunkt komplementdr noch identisch sind.
Durch die erneute Denaturierung und Rehybridisierung erscheinen zwei Arten
von Produkten: Der Homoduplex, der komplementir komplett identisch ist, und
der Heteroduplex, der komplementér unidentisch ist. Der ein DNA-Strang eines
Heteroduplex ist mit dem Komplementirstrang in der Basenldnge und -sequenz
nicht identisch auler den Primer-Sequenzen. In dieser sequenziell unidentischen
Region entsteht eine Konformationsverinderung (Wo&lbung). Auf der Gel-
Elektrophorese migrieren Heteroduplexe langsamer als Homoduplexe (Abb. 4).
Somit kann ein polyklonales Muster wesentlich zweifelsfreier als ohne
Heteroduplex-Analyse dargestellt werden (Cook und Beverley, 2001, Gonzalez et
al., 1999, Groenen et al., 2008, Langerak et al., 1997). Die wichtigere Rolle der

Heteroduplex-Analyse bei PARR ist die Differenzierung eines unspezifischen
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Bandes vom reproduzierbaren Band, denn ein unspezifisches Band, das durch eine
zufdllige Amplifikation hergestellt wird, kann durch die Bildung der
Heteroduplexe verschwinden. Damit kann ein falsch-positives Ergebnis

(Pseudoklonalitét) ausgeschlossen werden (Takanosu et al., 2010).

monoecional cells monoecional cells in polycional cells
polycional background

denaturation / renaturation — p—

L
=/

— — — — — —
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Heteroduplex-Analyse nach Langerak et
al., 1997.

Vor der Denaturierung und Rehybridisierung der PCR-Produkte sind die
Basensequenzen der junktionalen Region der PCR-Produkte komplementér
zugeordnet (oben links). Durch die Denaturierung und Rehybridisierung wird eine
Duplex-Formation induziert (unten links). Die junktionale Region von Homoduplexen
ist komplementér richtig zugeordnet (monoklonale Zellen), wihrend die von
Heteroduplexen komplementir nicht richtig zugeordnet ist (monoklonale Zellen in
polyklonalen Zellen sowie polyklonale Zellen). Bei Heteroduplexen entsteht eine
Konformationsverdnderung (Wolbung), durch die auf der Gel-Elektrophorese

Heteroduplexe langsamer als Homoduplexe migrieren (rechts).

2.2.5. PARR beim kaninen gastrointestinalen Lymphom

In der Literatur kénnen nur zwei Studien gefunden werden, in denen die
Wertigkeit der PARR-Analyse zur Differenzierung der kaninen gastrointestinalen
Lymphome von Gastroenteritiden erprobt wurde. Obwohl in einer Studie die
Anzahl der gastrointestinalen Lymphome auf vier Fille begrenzt war, berichtete
sie von einer Sensitivitdt von 100 % (Kaneko et al., 2009b). In der anderen Studie

mit zwolf gastrointestinalen Lymphom-Féllen wurde eine Sensitivitdt von 66,7 %
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festgestellt, die allerdings wesentlich niedriger war als die primére Studie, in der
die PARR-Analyse fiir 77 lymphatische Tumoren getestet wurde (Burnett et al.,
2003, Fukushima et al., 2009). Fukushima und Kollegen vermuteten, dass die
niedrigere Sensitivitit der PARR-Analyse bei kaninen gastrointestinalen
Lymphomen den mit neoplastischen Lymphozyten gemischten reaktiven

polyklonalen Lymphozyten zugeschrieben werden kann.

3. Verteilung der intestinalen Lymphozyten

Da LPE oft mit neoplastischen Lymphozyten einhergeht, ist hier die Verteilung
der intestinalen Lymphozyten im physiologischen und inflammatorischen Zustand

zu erldutern.

3.1. Physiologische Verteilung

Physiologisch verteilen sich Lymphozyten im ganzen GIT, der das grofite Gewebe
der Immunabwehr aufweist (Stokes und Waly, 2006). Lymphozyten befinden sich
iiblicherweise in der Mukosa. Je nach der histologischen Region (Epithel, Lamina
propria, Zotten, Krypten) weisen sie bestimmte Immunphénotypen auf.
Intraepitheliale Lymphozyten sind essentiell CD3'-T-Zellen und der CDS'-
iiberwiegt den CD4'-Phinotyp (Elwood et al, 1997, German et al., 1999a,
Luckschander et al., 2009, Sonea et al., 2000). Ferner kommt TCR(lﬁ+ mehr als
TCR}/EBJr vor (German et al., 1999b, Sonea et al., 2000). Es gibt auch eine kleine
Population der CD4 CDS8-T-Zellen, die wahrscheinlich TCRy8" besitzen (German
et al., 1999b, Luckschander et al., 2009, Sonea et al., 2000). In der Lamina
propria kommen dagegen mehr CD4'- als CDS8'-positive Lymphozyten vor
(Elwood et al., 1997, German et al., 1999a, Sonea et al., 2000). TCROLB+ kann im
Epithel und in der Lamina propria nachgewiesen werden, TCRy8" ist hingegen
iiberwiegend im Epithel lokalisiert (German et al., 1999b). B-Zellen und
Plasmazellen befinden sich wesentlich in der Lamina propria und tendenziell
sammeln sie sich vermehrt in der Krypten-Region als in der Zotten-Region an,
wihrend sich T-Zellen vermehrt in der Zotten-Region als in der Krypten-Region
befinden (Elwood et al., 1997, German et al., 1999a).

3.2 Verteilung bei IBD
In einer Zell-Quantifizierungs-Studie, in der die Anzahl der Immunzellen und

deren Subpopulation histopathologisch ausgewertet und mit einer gesunden
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Kontroll-Gruppe verglichen wurde, konnte gezeigt werden, dass sich
Lymphozyten bei IBD entsprechend der physiologischen Verteilung vermehren.
In der Lamina propria vermehren sich IgG'-Plasmazellen, CD4"-Zellen und
TCRop-Zellen. Die Anzahl der CD8"- und TCRyd -Zellen schien jedoch nicht
signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Im Epithel war die
Anzahl der CD3"-T-Zellen signifikant hoher als bei der Kontroll-Gruppe, aber
paradoxerweise konnte keine erhohte Anzahl der T-Zell-Subpopulation (CD4",
CD8", TCRoB", TCRyS") identifiziert werden, was an den Schwierigkeiten bei der
Quantifizierung der Zellen auf dem Gefrierschnitt lag (German et al., 2001).
Ebenfalls wurde bei der lymphoplasmazelluldren Kolitis eine signifikant erhohte
Anzahl der Lymphozyten (CD3, CD79a) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
bestitigt (Stonehewer et al., 1998).

4. Komparativer Aspekt

4.1. Humanes gastrointestinales Lymphom

Das humane gastrointestinale Lymphom macht 30-40 % aller extranodalen
Lymphom-Félle aus (Freeman et al., 1972, Otter ef al., 1989). In der Literatur
wird beschrieben, dass der Magen die am héufigsten befallene Lokalisation mit
50-80 % der Fille gefolgt vom Diinndarm und Dickdarm ist (Koch et al., 2001).
Beim humanen gastrointestinalen Lymphom {iiberwiegt das B-Zell-Lymphom
gegeniiber dem T-Zell-Lymphom. Bei gastrischen Lymphomen tritt der T-Zell-
Phénotyp sehr selten auf, wihrend bei Diinndarm-Lymphomen der T-Zell-
Phénotyp mit 25 % der Fille 6fter gesehen wird (Koch et al., 2001, Koch et al.,
2005).

4.1.1. B-Zell-Lymphom

4.1.1.1. Diffuses grofizelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL)

Das diffuse groBzellige B-Zell-Lymphom ist mit ca. 55 % aller gastrointestinalen
Lymphom-Félle der haufigste Subtyp (Koch et al., 2001). Histopathologisch wird
es durch diffus verteilte groBzellige Zellen mit vesikulirem Chromatin und
prominenten Nukleoli gekennzeichnet. Grundsétzlich kann das DLBCL
histopathologisch und immunhistologisch leicht identifiziert werden (Burke,

2011).
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4.1.1.2. Marginalzonenlymphom des Mukosa-assoziierten lymphatischen
Gewebes (MALT-Lymphom)
Das Marginalzonenlymphom des Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes,
zusammen mit dem DLBCL, ist einer der héufigsten Subtypen und macht ca.
40 % der gastrointestinalen Lymphom-Fille aus (Koch et al, 2001). Die
Entstehung des gastrischen MALT-Lymphoms ist dtiologisch mit der Infektion
von Helicobacter pylori eng assoziiert (Wotherspoon et al, 1993).
Histopathologisch zeigen sich Infiltrate der neoplastischen Zellen mit
Zentrozyten-dhnlicher Morphologie um Follikel in der Marginalzone herum. Ein
Merkmal des MALT-Lymphoms ist die epitheliale Invasion in die Krypten,
sogenannte lymphoepitheliale Lésion (Isaacson und Spencer, 1987). Die
neoplastischen Lymphozyten besitzen typischerweise CD20" und zeigen eine

aberrante Exprimierung von CD43 (Isaacson und Du, 2005).

4.1.1.3. Follikulires Lymphom

Das gastrointestinale follikuldre Lymphom wird meist als Einbeziehung der
nodalen Erkrankung gesehen. Das primédre gastrointestinale follikuldre Lymphom
macht ohnehin 1-3,6 % der gastrointestinalen Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
aus (Hawkes et al., 2012). Das Duodenum und Ileum sind ofter befallen
(Yamamoto et al., 2010). Das follikulire Lymphom stammt entweder aus
Zentrozyten oder aus Zentroblasten im Keimzentrum. Je groBer der Anteil der
Zentroblasten ist, desto hoher wird das Risiko fiir die Entwicklung zum DLBCL.
Das gastrointestinale follikuldre Lymphom weist charakteristische multiple kleine
Polypen, sogenannte lymphomatdse Polyposis, auf (Moynihan et al., 1996).
Immunphinotypisch besitzen neoplastische Lymphozyten CD20", CD10" und bcl-
2" (Damaj et al., 2003).

4.1.1.4. Mantelzell-Lymphom

Das primire gastrointestinale Mantelzell-Lymphom kommt selten vor, 4-9 %
unter priméren gastrointestinalen B-Zell-Lymphomen (Hawkes et al., 2012,
Romaguera et al., 2003). Dieser Subtyp zeigt eine der schlechtesten Prognosen
unter den B-Zell-NHL mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 27 %.
Morphologisch gibt es vier Varianten: kleinzellig, Marginalzone-&hnlich, blastoid
und pleomorph (Oinonen et al., 1998). Immunphinotypisch sind CD20", CD5"
und eine Uberexprimierung von Zyklin-D1 bekannt (Burke, 2011).
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4.1.2. T-Zell-Lymphom

4.1.2.1. Entheropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom (EATL)

Das EATL macht 1 % aller NHL und 10-25 % der primdren Lymphome im
Diinndarm aus (Hawkes ef al. , 2012). Das Jejunum und das Ileum sind die am
meisten betroffenen Lokalisationen. Eine isolierte Ldsion im Magen oder
Dickdarm ist jedoch moglich (Arps und Smith, 2013, Delabie et al., 2011).
Typischerweise verbreiten sich Ldsionen multifokal im Diinndarm, in seltenen
Féllen kann auch eine Tumor-Masse vorkommen. Metastasenbildungen in
mesenterialen Lymphknoten, Leber, Milz, Lunge und Haut sind nicht selten, eine
Knochenmarksbeteiligung zum Zeitpunkt der Diagnose ist aber uniiblich (Arps
und Smith, 2013, Isaacson und Du, 2005).

Das EATL wird aufgrund der Atiologie und der Immunphénotypen in Typ I und
Typ I unterteilt. Wéhrend der Typ I die Mehrheit des EATL ausmacht und
pathogenetisch mit refraktirer Zdliakie (refractory Celiac disease, RCD), der
Gulten-sensitiven Enteropathie, stark assoziiert ist, kommt der Typ II sporadisch
vor und dessen Atiologie ist zurzeit nicht bekannt (Arps und Smith, 2013, Hawkes
et al., 2012). Klinisch manifestieren sich Bauchschmerzen, Durchfall und
Gewichtsverlust. Aullerdem werden Ulzeration, Obstruktion und Perforation des
GIT nicht selten beobachtet (Arps und Smith, 2013). Unabhéngig von den Typen
ist die Prognose des EATL trotz Einsatz einer multimodalen Therapie sehr

schlecht mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 8-20 % (Hawkes et al., 2012).

Histopathologisch werden die beiden Typen durch intraepitheliale Lymphozytose,
eine vermehrte Anzahl der Plasmazellen in der Lamina propria und die Zotten-
Atrophie mit der Kryptenhyperplasie gekennzeichnet (Arps und Smith, 2013,
Isaacson und Du, 2005). Das EATL stammt aus intraepithelialen neoplastischen
Lymphozyten und zeigt damit einen ausgeprigten Epitheliotropismus (Arps und
Smith, 2013, Hawkes et al., 2012, Isaacson und Du, 2005). Morphologisch und
immunphénotypisch unterscheiden sich die zwei Typen deutlich. Die
neoplastischen Lymphozyten vom Typ I sind pleomorph von mittel-gro3en Zellen
mit runden oder gewinkelten vesikuldren Nuklei und prominenten Nukleoli. Das
helle Zytoplasma ist madBig bis reichlich. Mit den neoplastischen Zellen sind
gemischte Entziindungszellen ausgeprigt vergesellschaftet (Arps und Smith,

2013). Hierzu wurde auch als Sonderform eine eosinophile Entziindung



II. Literaturiibersicht 21

beschrieben (Isaacson und Du, 2005). Immunphinotypisch sind CD3", CD4,
CD8"", CD56°, TCRP™ und zytotoxische Phinotypen wie Perforin und Granzym
positiv. Interessanterweise wird die Exprimierung von CD8 und TCRp
tendenziell reduziert, wenn RCD zum EATL fortschreitet (Arps und Smith, 2013,
Hawkes et al., 2012).

Der Typ II weist eher monotone, kleine bis mittelgrole Zellen mit runden bis
geringgradig unregelmifBigen Nuklei auf. Das helle Zytoplasma ist gering. Im
Gegensatz zum Typ I sind beim Typ II inflammatorische Infiltrate nicht
ausgeprigt. Die neoplastischen Lymphozyten besitzen CD3", CD4", CD8", CD56",
TCRB" oder TCRyS". Im Gegensatz zum Typ 1 bleibt beim Typ II die
Exprimierung von CD8 und TCRJ erhalten (Hawkes et al., 2012).

4.1.2.2. Extranodales Natiirliche-Killer (NK)-Zell-/T-Zell-Lymphom
(ENKTL)
Das ENKTL kann in einen nasalen und einen nicht-nasalen Typ unterteilt werden.
Das nasale ENKTL macht die Mehrheit mit 80 % der Fille aus. Befallen sind
meist die Nasenhohle und der Nasopharynx. Der GIT kann beim nicht-nasalen
ENKTL betroffen sein. Die Organbeteiligung des nicht-nasalen ENKTL ist
vielfiltig und umfasst die Haut, Speicheldriisen, Milz und Hoden. Atiologisch
wird eine Infektion mit Epstein-Barr-Virus (EBV) vermutet. Obwohl meist NK-
Zell-Lymphome vorkommen, kénnen auch T-Zell-Lymphome des zytotoxischen
Typs auftreten. Histopathologisch sind eine Nekrose und Ulzeration der Mukosa
prominent. Die Tumorzellen sind mittelgrofl oder eine Mischung aus kleinen und
grolen Zellen mit unregelmiBigen Nuklei. Typischerweise besitzen die
neoplastischen  Zellen CD2', CD56', oberflichliches CD3, jedoch
zytoplasmatisches CD3". Die Prognose ist sehr schlecht mit einer medianen

Uberlebenszeit von zehn Monaten (Hawkes et al., 2012).
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Abstract

The diagnosis of canine intestinal lymphoma by morphological examination is challenging, especially
when endoscopic tissue specimens are used. The utility of detection of antigen receptor gene
rearrangement by polymerase chain reaction (PARR) in canine lymphoma has been well established,
but its usefulness to distinguish enteritis and intestinal lymphoma remains unclear. In this
retrospective study we assessed clonality of 29 primary canine intestinal lymphoma, 14 enteritis and
15 healthy control cases by PARR analysis, using formalin-fixed, paraffin-embedded full-thickness
tissue specimens. We could detect monoclonal rearrangements in 22 of 29 canine intestinal
lymphomas [76%; 95% confidence interval (Cl) 56-90%] and polyclonal rearrangements in all of the
enteritis and healthy control cases (100%; Cl 88—100%). We revealed a predominance of T-cell
phenotype compared to B-cell phenotype (85%; Cl 65-96% and 15%; Cl 4-35%, respectively). We
showed that PARR analysis contributes to differentiation of canine intestinal lymphoma from enteritis
and to phenotyping of lymphomas.

Introduction The prognosis of canine intestinal lymphoma is

Canine intestinal lymphoma is the primary lym- Very poor compared to the multicentric form

phoid neoplasia occurring in the intestinal tract: ~despite of treatment with multi-agent chemother-

the small intestine and colon in descending order of ~ apy and/or surgery, with median survival times

frequency.? After the multicentric form intestinal ~ of 13-77 days.** In human patients, among gas-

lymphoma is, together with gastric lymphoma, trointestinal lymphomas, gastric lymphoma is
the second commonest. Canine gastrointestinal ~most commonly seen.® Histopathologically diffuse
lymphoma has been reported to account for about large B-cell lymphoma and marginal zone B-cell

5-7% of all canine lymphoma cases.? In canine lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue

gastrointestinal lymphoma, male dogs seem to be
predisposed and a wide range of ages is affected.! >

© 2015 John Wiley & Sons Ltd

(MALT) account for almost all cases in primary gas-
tric lymphoma.” Pathogenetically the occurrence
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of gastric MALT has a strong association with Heli-
cobacter pylori infection.® In this context, it has been
assumed that canine gastrointestinal lymphoma
might also be primarily of B-cell origin, recent
reports yet imply mostly T-cell origin, although
there exist only few reports that characterize canine
gastrointestinal lymphoma with a relatively high

number of cases.!'>*

Primary intestinal T-cell
lymphoma in human patients is very rare,” mostly
known as enteropathy-associated T-cell lymphoma
(EATL), of which occurrence can be attributed
to refractory celiac disease (RCD).!®!! In canine
intestinal lymphoma such etiological factors have
not been identified at present. Its association
with inflammatory bowel disease (IBD) is only
speculative.?

The diagnosis of canine intestinal lymphoma is
currently performed by cytological or histopatho-
logical examination and may be hampered mainly
because of concomitant inflammatory conditions,
especially lymphoplasmacellular enteritis, which
is often seen in nearby lymphomatous lesions.?
For the definitive diagnosis it is necessary to take
full-thickness biopsies in order to histopatho-
logically assess detailed cell morphology and
invasiveness of lymphoma cells into the deeper
layers. For its practical use and lower invasive-
ness of the procedure, however, tissue samples
are often taken endoscopically, which may mis-
lead histopathological interpretation, because the
samples are very small, limited to the mucosal
layer and often not completely preserved in tissue
structure, all of which may lead to an inconclusive
diagnosis.!!?

Although PARR analysis has been often used
in studies of canine lymphoma and lymphocytic
leukaemia as a diagnostic tool,'*~16 for staging
and prognostic information,'”!® to detect minimal

residual disease!® 22

and also to assess early stages
of cutaneous T-cell lymphoma,?>?* there only
sparsely exist studies focusing on canine intestinal
lymphoma. In one study 12 cases with alimentary
lymphoma were analyzed by PARR using endo-
scopically obtained tissue samples and the authors
reported a sensitivity of 66.7%,% which was much
lower than previously reported.!* There may be
some intrinsic difficulties to assess the utility of

PARR analysis in canine intestinal lymphoma with

endoscopic tissue specimens. The portion of tissue
samples used in histopathology may be different
from that in PARR analysis, because endoscopic tis-
sue samples are often not sufficient to examine the
same portion for the both. Furthermore, reactive
lymphocytes concomitantly seen with neoplastic
lymphocytes make histopathological interpretation
with endoscopic tissue specimens difficult. The
concomitant existence of a reactive lymphocyte
population that is inevitably included in tissue
samples obtained by endoscopy may also be one of
the major reasons for the lower sensitivity of PARR
analysis in canine intestinal lymphoma.

Therefore we hypothesized that the usage of
full-thickness tissue samples may enable more
exact assessment of the usefulness of PARR analysis
in canine intestinal lymphoma, because tissue sam-
ples with histopathological definitive diagnoses can
be used. In addition, for PARR the same portion of
tissue samples as that examined by histopathology
can be analyzed. Furthermore, for PARR analy-
sis representative DNA samples can be obtained,
extracting DNA from lymphoma cell-rich fields on
tissue specimens.

Our objectives of this study were to assess
whether PARR analysis can differentiate canine
intestinal lymphoma and enteritis, using
formalin-fixed (FFPE)
full-thickness tissue specimens and to charac-

paraffin-embedded

terize phenotypes of canine intestinal lymphoma
by means of immunohistochemistry (IHC) and
PARR analysis.

Materials and methods
Sample collection

From the electronic database of the Institute of Vet-
erinary Pathology, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Munich, of the years 1995 to 2013,
primary intestinal lymphoma cases were searched
by using key words ‘intestinal lymphoma and
‘dog’ to gather 32 cases. Three cases were later
excluded, because of advanced DNA degradation
(see also below). Diagnosis had been performed by
histopathological examination, which was reval-
uated and confirmed before PARR analysis. Any
cases that were considered as intestinal involve-
ment accompanied by multicentric lymphoma

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12151



were excluded. Enteritis cases were searched using
‘enteritis’ and ‘dog’ as keywords and 15 cases were
included. For healthy control cases, 15 cases reg-
istered as ‘no abnormalities in the intestine’ were
included. Using full-thickness tissue specimens
from the small intestine, 15 cases diagnosed with
enteritis and 15 cases without any histopathological
abnormalities in intestinal tract were revalu-
ated and confirmed that no equivocal cases were
included. These cases served as enteritis group and
healthy control group, respectively. In the initial
DNA integrity analysis however we could detect
no polymerase chain reaction (PCR) products
in three lymphoma cases and one enteritis case.
Therefore 29 intestinal lymphoma, 14 enteritis and
15 healthy control cases were further analyzed
using PARR.

Histopathology

Tissue specimens had been routinely fixed in
10% neutral buffered formaldehyde at room tem-
perature for 24-48h and embedded in paraffin.
Tissue sections were cut (4 pum) and stained with
haematoxylin-eosin (HE) and Giemsa. Histopatho-
logical examination included evaluation of tissue
architecture, cellular morphology, nuclear size,
mitotic rate and the presence of other cell popula-
tions. According to previous reports,?® lymphomas
were graded depending on the number of mitoses
(low grade: 0-5 mitoses/high power field; medium
grade: 6-10 mitoses/high power field; and high
grade: more than 10 mitoses/high power field).
The size of nuclei was classified as small, moderate
and large proportional to the size of erythrocytes
as described previously.?® After immunophe-
notyping, lymphomas (including the cases with
suspected T- and B-cell type) were classified
according to the World Health Organization
(WHO) classification.?”

Immunohistochemistry (IHC)

Immunophenotyping was performed according
to routine avidin-biotin-peroxidase procedure
using CD3 for T-cell phenotype and CD20 and
CD79a for B-cell phenotype. After deparafhiniza-
tion and rehydration, endogenous peroxidase

PARR in canine intestinal lymphoma 3

activity was quenched using 0.3% hydrogen per-
oxide for 10 min. Antigen retrieval was achieved
by microwave heating (700 W, in Tris/EDTA pH
9.0, twice for 10 min each) for CD79a and CD3.
Nonspecific immunoglobulin binding was blocked
with normal goat serum for 30min. Sections
were incubated with primary antibodies (Table 1)
for 60 min at room temperature. After wash-
ing in Tris-buffered saline (TBS), a biotinylated
secondary antibody (Table 1) was applied for
60 min at room temperature. After an additional
washing step in TBS, avidin-biotin-peroxidase
ABC Kit; Vector Labo-
ratories) was used for detection. Subsequently,
3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
served as chromogen, H,O, as substrate and

complex (Vectastain

Mayer’s haematoxylin as counter staining. Positive
controls were canine lymph node tissue.

DNA extraction from FFPE tissue samples

In order to increase genomic DNA vyield of lym-
phoma cells, tissue specimens stained with Giemsa
were microscopically examined to determine one
field that showed a higher number of lymphoma
cells. The corresponding part of the field on the
formalin-fixed tissue blocks was carefully excised
with 4mm punch-biopsy and collected into a
1.5 pL-Eppendorf tube. To avoid any contamina-
tion of samples, the biopsy punch was vigorously
cleaned with 70% ethanol after each sample.
Fixed tissue specimens were cut into small pieces
and digested with 40 pL of proteinase K at 56°C
overnight. DNA extraction was performed using
the QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany), according to the manu-
facturer’s recommendation. After extraction, DNA
samples were stored at —20 °C until use.

Polymerase chain reaction

The primer sets used in this study were previously
reported by Chaubert efal. for T-lymphocytes
primers detecting the complementarity determin-
ing region 3 (CDR3) of the T-cell receptor gamma
gene (TCRG).>* For B-lymphocytes, primers
detecting the CDR3 of the immunoglobulin heavy
chain gene (IGH) and the constant region of IGH

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12151
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Table 1. Antibodies used for immunophenotyping of canine intestinal lymphomas (avidin-biotin complex method)

Phenotype Primary antibody Secondary antibody

T CD3 (polyclonal rabbit anti-human CD3; Dako, Glostrup, Biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector Laboratories,
Denmark), 1:100 Burlingame, CA, USA), 1:200

B CD79a (monoclonal mouse anti-human CD79a; Linaris, Biotinylated goat anti-mouse IgG (Dako), 1:100

Dossenheim, Germany), 1:200
CD20 (polyclonal rabbit anti-human CD20; Thermo
Scientific, Fremont, CA, USA), 1:400

Biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector
Laboratories), 1:200

(Cmu) were used.!* The primer sequences are
summarized in Table 2. For assessment of TCRG
clonality, PCR mixture containing 6 pL ultra pure
water, 6 L 5X Q-solution (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany), 0.5pL of the forward and reverse
primer at 25pmol/pL, 15pL HotStarTaq Master
Mix (Qiagen GmbH) and 1pL template DNA
was subjected to initial hot start step at 95°C for
5min, 35 cycles of denaturing step at 94°C for
30s, annealing step at 55 °C for 45 s and synthesis
step at 72°C for 45s and final elongation step at
72 °C for 5 min. The predicted size of PCR products
ranges between 60 and 90bp.?* For detection of
Cmu and IGH, PCR mixture containing 23 pL
ultra pure water, 0.5 pL of the forward and reverse
primer at 25pmol/pL, 25pL HotStarTaq Master
Mix (Qiagen GmbH) and 0.8 pL template DNA
was subjected to initial hot start step at 95°C for
5min, 30-35 cycles of denaturing step at 94°C
for 30s, annealing step at 58 °C for 30 s (for Cmu
primers), at 62 °C for 30s (for IGH primers) and
synthesis step at 72 °C for 60 s and final elongation
step at 72°C for 10 min. The predicted sizes of
PCR products are 120bp for IGH primers and
130bp for Cmu primers.!* To find an adequate
template  DNA concentration, serial dilutions
of DNA samples (undiluted, 1:10, 1:100) were
made and amplified with Cmu primers. On the
basis of sharpness of bands, adequate dilution
levels were determined and applied to TCRG and
IGH amplification. Amplification was performed
using a Master Cycler epgradient S (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). As positive controls,
DNA extracted from a T-cell line (CL-1)?® and a
B-cell line (CLBL-1),%” and as a negative control,
no template DNA were always included in this
analysis.

PCR products divided
aliquots for heteroduplex analysis to exclude

were into two

the
clonal

possibility of an unspecific mono-

formation  (pseudoclonality).®*®  For
this analysis, PCR products were denatured
at 95°C for 10min and reannealed at 4°C

for 1 h.

Agarose gel electrophoresis

PCR products amplified with Cmu primers were
initially analyzed on 2% agarose gels (TopVision
Agarose, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreie-
ich, Germany) mixed with GelRed™ Nucleic
Acid Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) in
Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer to verify DNA
integrity. Samples showing one clear band were
included for further analyses. In this DNA integrity
analysis there were three lymphoma cases and
one enteritis case that showed no PCR prod-
ucts. PCR products yielded with IGH primers
were also initially separated on 2% agarose gels.
Samples that showed any band regardless of size
were further analyzed by polyacrylamide gel
electrophoresis.

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

PCR products were mixed with loading dye
(Novex® Hi-Density TBE Sample Buffer, Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) and vertically separated
on 10% polyacrylamide gels (Invitrogen). The run-
ning time was set at 1 h at 200 V. The gels were then
stained for 20 min with GelRed™ Nucleic Acid
Stain (Biotium, Hayward, CA, USA) and visualized
with a UV illuminator (UniEquip GmbH, Planegg,
Germany).

Interpretation of clonality

Interpretation of clonality was performed based
on following definitions: monoclonal, one or

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12151
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Table 2. Primers used to amplify rearranged T-cell receptor gamma (TCRG) and immunoglobulin heavy chain gene (IGH)
and to verify DNA integrity for immunoglobulin heavy constant mu gene (Cmu)

Target gene Primer names Region Primer sequence (5’ -3’) References
TCRG dTCRy-Va \% GGC GTG TAC TAC TGC GCT GCC 24
dTCRy-Jb J TGT GCC AGG ACCAAG CACTTT
IGH CB1 \% CAG CCT GAG AGC CGA GGA CAC I
CB2 J TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT
Cmu Sigmf1 Cmu TTC CCC CTC ATC ACCTGT GA “
Sru3 Cmu GGT TGT TGA TTG CAC TGA GG

two discrete bands within the predicted base
size; oligoclonal, more than two discrete bands;
polyclonal, smear with or without minor bands;
negative, no bands.

Statistical analysis

All statistical tests were performed using a free
software R (obtained from the R Project for Sta-
tistical Computing). Confidence intervals were
calculated based on the binomial test. The Fisher’s
exact test was applied to analyze a difference
between detection of monoclonality and lym-
phoma grades. P < 0.05 was considered statistically
significant.

Results
Patient characteristics and tumour localization

In the intestinal lymphoma group of 29 cases,
there were 18 pure and 8 mixed breeds. The
breeds seen more than one individual were Golden
Retriever (n=3) and Bernese Mountain Dog
(n=2), and other breeds were represented by one
individual. In one case, the breed was unknown.
Seventeen dogs were male (16 intact, 1 castrated),
11 dogs were female (nine intact, two spayed)
and in one case no information about the sex
was available. The mean age of 28 dogs was
8.1years (SD+2.8) and the median age was 8
years (range: 2-13 years). The age of one case was
unknown.

The most commonly affected anatomical loca-
tion was the small intestine (20/29), of which eight
cases were from the jejunum and two cases were
from the duodenum. In other 10 cases the more
precise anatomical location than the small intestine

was not available. Other affected anatomical

locations were the colon in two cases and the colon
and rectum in one case. The anatomical sites of the
remaining six cases were recorded as the intestine
and further anatomical differentiation was not
assessable.

Macroscopic evaluation was available in 28
cases. In these animals, the intestinal wall was dif-
fuse to nodular thickened with variable narrowing
of the intestinal lumen and mostly with ulcera-
tion of the mucosa. The cut surface was greasy
or rubbery-like, homogenous and white to grey
in colour.

The healthy control group included various
breeds (German Shepherd, Golden Retriever,
Miniature Poodle, Yorkshire Terrier, Berger Blanc
Suisse, Entlebucher Mountain Dog, Cocker Spaniel,
Norwich Terrier, Austrian Brandlbracke, Berger
Picard, Pug Dog one each respectively; and two
Dachshunds), one mixed breed dog and one
dog of unknown breed. Five animals were male
(all intact), 10 dogs were female (six intact, four
spayed). The mean age of the 15 dogs was 5.5 years
(SD +4.5) and the median age was 6 years (range:
1.5 months— 13 years). The enteritis group consisted
of five mixed breed dogs, two Labrador Retrievers
and breeds with one affected dog each included
Shih Tzu, Weimaraner, Yorkshire Terrier, German
Shepherd, Akita Inu, Norfolk Terrier and French
bulldog. Nine animals were male (seven intact, two
castrated), five dogs were female (two intact, three
spayed). The mean age of this group was 2.9 years
(SD =+ 2.7) and the median age was 2.5 years (range:
4 days-9.5years). The following diagnoses were
confirmed in the enteritis group: chronic predom-
inant lymphoplasmacellular enteritis in five dogs,
necrotizing enteritis in six dogs and eosinophilic,
granulomatous and neutrophilic enteritis in one
dog each.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12151



6 S.Ohmuraetal.

E
TCRG IGH
—200bp
—100
—200 bp
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Native Heteroduplex

Figure 1. Histopathology, immunohistochemistry and detection of antigen receptor gene rearrangements. Jejunum, T-cell
lymphoma. (A) Diffuse infiltration with neoplastic round cells, Giemsa staining, bar: 25 pm. Neoplastic cells were positive for
CD3 (B), and negative for CD20 and CD79a (C and D, respectively), counterstained with haematoxylin, bar: 50 pm. (E)
Detection of rearrangement for TCRG (left, PAGE) and IGH (right, agarose gel). PARR for TCRG shows monoclonality in
both the native and heteroduplex samples (indicated by an arrow), whereas for IGH no band is visible. Molecular weight

indicates 100 and 200 bp.

Histopathological findings
and immunophenotyping by IHC

Lymphoma  diagnosis = was  based on

histopathological ~detection of a neoplastic
lymphocytic infiltration. In 28 cases neoplastic
infiltration was present in the lamina propria, the
lamina submucosa and the muscularis mucosae. In
one case deeper parts of the intestinal wall than the
lamina propria were not present in the examined
tissue sample for evaluation.

In 26 cases a diffuse and in 3 cases a nodular
infiltration of the intestinal wall was present. In 13
cases a fibrous stroma of the tumour was obvious.

Morphologically, the tumour cells and their
nuclei varied in size and shape from small, round
and monomorphic to large and pleomorphic.
Intestinal lymphomas were classified as small cell
type in four, intermediate size cell type in nine and
large cell type in 16 cases. Mitotic rate was low in 5,
moderate in 8 and high in 16 tumours.

In seven cases the neoplastic infiltration pre-
sented an epitheliotropic behaviour. No evidence
of epitheliotropism was found in 13 cases. In nine
animals, all examined parts of the intestinal tract
were completely replaced by neoplastic cells and/or
deeply ulcerated. In these cases evaluation of the
epithelium was not possible.

THC was assumed to be positive when the pre-
dominant part of neoplastic round cells reacted

with anti-CD3 antibody for T-cell lymphoma and
with anti-CD79a and/or anti-CD20 antibody for
B-cell lymphoma (Fig. 1). Ambiguous or suspected
results were the consequence of heterogenous
immunostaining. Immunophenotyping revealed
clearly a T-cell origin in 16 cases and a B-cell origin
in four cases. Caused by a patchy immunopositivity,
a B-cell lymphoma was suspected in two cases and
a T-cell lymphoma was suspected in six cases. In
one case, the results of the immunohistochemi-
cal examination were ambiguous. All cases with
epitheliotropism showed a T-cell phenotype or
suspected T-cell phenotype.

Lymphoma classification

Out of the B-cell lymphomas, three were clas-
sified as diffuse large B-cell lymphoma (accord-
ing to the Kiel classification two immunoblastic
and one centroblastic), one as B-cell lymphoblas-
tic lymphoma and one as B-cell lymphocytic lym-
phoma. Eighteen T-cell lymphomas were classified
as peripheral T-cell lymphoma and six as T-cell
lymphoblastic lymphoma.

PARR analysis

In the DNA integrity analysis there were three lym-
phoma cases and one enteritis case that showed
no PCR products. The PCR products of the other
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—100 bp
—
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Lymphoma Enteritis

Normal

Figure 2. Detection of TCRG rearrangements on PAGE in lymphoma (lanes: 1-3), enteritis (lanes: 4-6) and normal cases
(lanes: 7-9). Monoclonal bands are indicated by arrows in lymphoma cases. Lanes 1-3, monoclonal; lanes 4-9, polyclonal;
lane B, B-cell line, negative; lane T, T-cell line, monoclonal; lane N, no template DNA; lane M, 100 bp ladder.

1 2 3 1 2 3
—200 bp
—100 bp
— -—
— -—
— P —

Native

Heteroduplex

Figure 3. Heteroduplex analysis of TCRG PCR products on PAGE in three lymphoma cases. Three lanes on the left
represent native PCR products and on the right denatured and reannealed PCR products (heteroduplex). Monoclonal bands
are indicated by arrows. Note that after heteroduplex formation, monoclonal bands are still apparent. Molecular weight

indicates 100 and 200 bp.

58 cases amplified with Cmu primers showed one
clear band and all the samples were further ana-
lyzed with TCRG and IGH primers. Figure 1 shows
results of IHC and PARR analysis in a canine intesti-
nal T-cell lymphoma. In this case, a monoclonal
band was detected with TCRG primers for both the
native and heteroduplex samples, whereas no dis-
crete band was obvious with IGH primers. Together
with the result of IHC, a T-cell lymphoma was con-
firmed. Figure 2 shows the representative results of
clonality assessment of TCRG in canine intestinal
lymphoma, enteritis and healthy control group. In
three intestinal lymphoma cases (lanes: 1-3) one
clearly discrete band could be detected, indicat-

ing a monoclonal rearrangement of TCRG. In the

enteritis and healthy control group, smear patterns
were consistently visible, indicating existence of a
polyclonal lymphocyte population. Of 29 cases with
intestinal lymphoma, 22 cases showed monoclonal
rearrangements (76%; 95% CI 56-90%), with 20
cases showing monoclonality of TCRG and 1 case
of IGH. One case showed monoclonality in both
TCRG and IGH. We confirmed that all the mono-
clonal bands remained apparent after heteroduplex
analysis (Fig. 3). Seven intestinal lymphoma cases
showed no monoclonal rearrangement even with
both TCRG and IGH primers. In the enteritis and
healthy control group (100%; 95% CI 88-100%)
no monoclonal rearrangement was detectable with

TCRG and IGH primers. In respect of a correlation
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between clonality and lymphoma grading, mon-
oclonality was detectable in 81% (13/16; 95% CI
54-96%) of high grade, 63% (5/8; 95% CI 24-91%)
of medium grade and 80% (4/5; 95% CI 28-99%)
of low grade lymphomas. There was no signifi-
cant difference between high grade lymphomas and
low-medium grade lymphomas in detecting mono-
clonality (p =0.67).

Correlation of phenotypes between PARR
analysis and IHC

Comparing the phenotypes demonstrated by PARR
analysis and IHC, 19 canine intestinal lymphoma
cases were phenotypically concordant, including
18 cases of T-cell and 1 case of B-cell phenotype.
Four cases of immunohistochemically suspected
T-cell phenotype were confirmed by PARR analy-
sis to be clearly of T-cell origin. One case that was
immunohistochemically B-cell phenotype showed
both TCRG and IGH rearrangements. One sus-
pected B-cell phenotype by IHC clearly showed
monoclonality of TCRG and one immunohisto-
chemically ambiguous case was also monoclonal in
TCRG by PARR analysis. Combining the results of
PARR analysis and IHC including only phenotypi-
cally conclusive cases, 85% (22/26;95% CI 65-90%)
were of T-cell phenotype and 15% (4/26; 95% CI
4-35%) of B-cell phenotype. Despite of the usage of
both methods, the phenotypes of three cases could
not be definitively determined. Regarding the rela-
tionship between anatomical sites and phenotypes,
in cases affecting the small intestine, 89% (16/18;
95% CI 65-98%) were of T-cell and 11% (2/18; 95%
CI1-34%) were of B-cell origin. Two large intestine
cases had B-cell and one case had T-cell phenotype.
Other five cases affecting the intestine without spec-
ified localization were of T-cell origin.

Discussion

The diagnosis of canine intestinal lymphoma is
often challenging based on morphological exami-
nation, especially when endoscopic tissue samples
are used.!>!* In order to improve the diagnostic
accuracy with endoscopic tissue samples of canine
intestinal lymphoma, the utility of PARR analysis
has been tested but only on small scales. Kaneko

et al. preliminarily indicated the utility of PARR
analysis to support the diagnosis of 4 canine alimen-
tary lymphoma and 69 enteritis cases.’! Fukushima
et al. focused on PARR analysis for endoscopically
obtained tissue samples in 12 canine alimentary
lymphoma cases, showing a sensitivity of 66.7%.%
In the initial study by Burnett et al., they could
detect a monoclonal, biclonal or oligoclonal pat-
tern in 91% of lymphoid malignancies.'* They also
reported that the detection level of a monoclonal
rearrangement using gel electrophoresis depends
on the existence of background cell population
either of a non-lymphoid or lymphoid tissue
included in the analysis. For example, the detection
level of a malignant clone in a non-lymphoid tissue,
assessed by diluting DNA from lymphoid malig-
nancy into that extracted from the liver, was 0.1%
of the total DNA amount. In lymphoid tissues i.e.
the spleen and thymus, by contrast, the detection
level was reduced to 1 and 10%, respectively.'*
This detection limit of PARR analysis may have
been associated with the lower sensitivity in canine
alimentary lymphoma. Furthermore, considering
the fact that the use of endoscopically obtained
tissue specimens may intrinsically contain dif-
ficulties to assess the utility of PARR analysis,
such as that the portion of tissue samples used
in histopathology may be different from that in
PARR, and particularly due to the concern about
lack of definitive diagnosis, we used full-thickness
tissue specimens of intestinal lymphoma with
histopathological definitive diagnosis. Because for
both histopathological examination and PARR
analysis the same portion of tissue specimens
could be assessed, we were able to more precisely
interpret the results of PARR analysis. Thus in
this study we demonstrated that PARR analysis
is a useful tool to distinguish between intestinal
lymphoma and enteritis in dogs. We could detect
monoclonality in 22 of 29 lymphoma cases (76%;
95% CI 56-90%) and polyclonality in 29 of 29
(100%; 95% CI 88-100%) including enteritis and
healthy control group. The detection of monoclon-
ality seemed to be independent on the lymphoma
grades. These percentages for the detection of
monoclonality and polyclonality are compara-
ble to other studies in canine lymphoma using
FFPE tissue samples and similar primer settings to
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our study.!>*32 As we used full-thickness tissue
specimens of canine intestinal lymphomas with
definitive diagnosis for PARR analysis, however,
these percentages may not reflect clinical settings.
In clinical settings, where less invasive procedures
like endoscopy are performed, tissue sampling is
one of the major problems to distinguish intestinal
lymphoma from enteritis. Because the range of
tissue sampling by endoscopy is limited to the
mucosal layer and the inflammatory cell popula-
tion often resides concomitantly with neoplastic
lymphocytes, endoscopic tissue samples may not
be suitable even for PARR analysis. However, these
limitations of endoscopic tissue sampling could be
improved by endoscopic ultrasound-guided fine
needle aspiration (EUS-FNA), which enables tissue
sampling of the deeper layers of intestines, in which
superficial ulcerative lesions are sparse, and thus
possibly more representative samples suitable for
PARR analysis to distinguish intestinal lymphoma
from enteritis could be gained.?*-**

In the initial DNA integrity analysis with Cmu
primers, we could not detect any PCR products
in three lymphoma cases and one enteritis case.
These samples were originated from years of 1997,
2006, 2011 and 2012. It has been reported that not
long-term paraffin-embedding but the formalin fix-
ation time for more than 1 week can impede PCR.%
Since the fixation time at our institute is limited
to 24-48 hours, we attribute the negative results
of PCR with Cmu primers to small tissue sample
sizes, which may have increased formalin perme-
ability into tissue samples and thus intensified neg-
ative effects by formalin fixation on PCR.*®

Seven of 29 intestinal lymphoma cases did not
show any monoclonal rearrangements in PARR
analysis (i.e. polyclonal or no bands). Because
the phenotypes of four out of seven cases were
clearly determinable by IHC, the negative results
may be attributable to failure of monoclonality
detection, and in part to the small number of
primers used in this study. These primers are
designed to anneal to the common framework in
V gene and well-conserved region in J gene, in
which there also exists sequence variability among
individuals.*® Because of failure for primers to
anneal to the targeted region of genes from lym-
phoma cells but not from normal lymphoid cells,
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instead of monoclonality, a polyclonal pattern was
detected. The use of multiplex primers has been
shown to increase the detection of monoclonal
rearrangements and an improved sensitivity can
be expected in future studies.’® Another reason
for the negative results of PARR could be due to
chromosomal translocation, deletion or incomplete
rearrangements involving TCRG or IGH.¥ =%

In the remaining three PARR negative cases,
immunophenotyping by IHC did not yield clear
results because of heterogenous immunostaining.
This could be explained by downregulation of phe-
notype markers on lymphoma cells. Utilizing flow
cytometry, Gelain et al. revealed aberrant pheno-
types and abnormal expression level of phenotype
markers in canine lymphomas, in which B-cell lym-
phomas with diminished expression of CD79a were
most frequently found and, similarly, T-cell lym-
phomas with diminished and negative expression
of CD3 were observed.?’ 1t is therefore conceiv-
able that lymphoma cells may have downregulated
phenotype markers and thus immunophenotyping
with antibodies used for THC in this study was
hampered. On the other hand, based on the neg-
ative results of PARR, it can also be ascribed to
natural killer (NK)-cell lymphoma, in which no
variable, diversity and joining gene (VDJ) recom-
bination occurs, and thus rearranged TCRG was
not detectable.’” Canine NK-cell intestinal lym-
phoma has been proposed by one case report, based
on findings of large granular lymphocytic mor-
phology and lack of surface CD3 expression, but
unfortunately TCR clonality was not assessed.!
Although in human medicine IHC with anti-CD56
antibody is very helpful to characterize NK-cell
lymphoma,” immunophenotyping of canine CD56
is not currently available because of the lack of spe-
cific reactivity of human anti-CD56 antibody to
canine CD56.%

In three cases, results of phenotyping by
PARR analysis and THC were discordant. One
immunohistochemically B-cell phenotype showed
monoclonal rearrangements in both TCRG and
IGH. This phenomenon can be interpreted as
a result of cross-lineage, in which B-cells also
have rearranged TCRG in the early precursor
stage or through extended V(D)] recombinase
activity after malignant transformation, so that
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they possess B-cell phenotype on the cell surface
level but also monoclonally rearranged TCR and
immunoglobulin gene.!*** However, it can also
be possible that a very limited T-cell lineage that
reactively accumulated around B-cell lymphoma
cells would be detected as monoclonal by PARR
analysis.*** In order to exclude this possibility,
PARR analysis of B-cell lymphoma cells captured
with the aid of laser microdissection may be the
only reasonable method, which we did not pursue
in this study. Interestingly, one case with suspected
B-cell phenotype and one with an ambiguous
immunophenotype by IHC were revealed to clearly
possess a monoclonal TCRG rearrangement and
thus to be of T-cell origin. These findings support
the utility of PARR analysis to determine pheno-
types in cases where immunophenotyping by IHC
is inconclusive.

In our study population, T-cell phenotype was
more frequent than B-cell phenotype (85%; 95% CI
65-90% and 15%; 95% CI 4-35%, respectively).
This percentage is similar to that of a previous
study including 44 canine gastrointestinal lym-
phoma cases, where T-cell phenotype accounted
for 75%, B-cell for 10% and undeterminable cases
for 15% by IHC.! In another study of 30 gas-
trointestinal lymphoma cases, 19 cases could be
immunophenotyped, showing 63% T-cell and 37%
B-cell phenotype.? Rassnick et al. also reported a
similar prevalence of T-cell phenotype, although
in this study gastrointestinal lymphoma cases with
multicentric involvement were also recruited.’

Due to the small number of cases affecting the
large intestine in this study, it was not obvious
whether the anatomical sites and phenotypes were
correlated with each other. In our study population,
two of three cases affecting the large intestine were
of B-cell origin. In previous studies characterizing
canine intestinal lymphoma, there is only limited
information available concerning the prevalence of
phenotypes in different anatomical locations. One
case with primary colonic lymphoma was reported
to be of T-cell origin.*® In another report on four
canine epitheliotropic T-cell gastrointestinal lym-
phoma cases, the stomach and small intestine were
affected without large intestinal involvement.?’
On the other hand, characteristic B-cell gastroin-
testinal lymphoma with Mott-cell differentiation

has been reported, with one case affecting the
stomach,*® three other cases originated from the
small intestine.®*** One recent study as part of
ultrasonographic description in canine gastroin-
testinal lymphoma has reported one T-cell and two
B-cell gastric lymphomas and one B-cell lymphoma
in the large intestine.> On the basis of information
available, both T- and B-cell phenotype can be seen
in colorectal cases, but further studies on a larger
scale are needed to elucidate this issue.
Epitheliotropic nature of canine intestinal lym-
phoma seems to be a distinct histopathological
feature of T-cell origin. Primary epitheliotropic
T-cell intestinal lymphoma in dogs was initially
reported in three Shar-Pei and one Boxer dog’
and also in one Labrador Retriever.’! Because
the initial histopathological description by Couto
et al. reported a submucosal origin of neoplastic
lymphocytes,? the epitheliotropic T-cell intesti-
nal lymphoma has been considered as a distinct
subgroup of canine intestinal lymphoma. One
subsequent report indicated, however, that 75% of
canine intestinal lymphoma cases showed marked
epitheliotropism and all these cases were of T-cell
origin.! Because in our study the mucosal layer
was often massively replaced by neoplastic lym-
phocytes, which may imply an advanced disease,
the evaluation of occurrence of epitheliotropism
was limited to 20 cases, with seven cases having
epitheliotropism and all of these cases were of
T-cell origin. The distinction of epitheliotropic and
non-epitheliotropic feature has been well recog-
nized in canine cutaneous lymphoma and seems to
be associated with distinct immunophenotypes.>?
To investigate whether this is also the case for canine
intestinal lymphoma, immunophenotyping with a
broad panel of phenotype markers will be needed.
In opposite to dogs, primary intestinal lym-
phoma of T-cell origin is very rare in human.®
Human patients with RCD have increased numbers
of intraepithelial CD8%T-cells and highly tend to
develop T-cell intestinal lymphoma, well known as
EATL.>? Its clonal development from the inflam-
matory condition has been revealed by clonality
analysis.>!1°3>% In this respect, wheat-sensitive
enteropathy in Irish Setter may be the closest
model for the celiac disease (CD) in human,>® but
no predisposition for development of intestinal
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lymphoma in this breed has been reported. Patho-
genetic, histopathological and immunophenotypic
characterization of human EATL has recently been
documented and is currently categorized into two
distinct subtypes, type I (also referred as classic)
and type II Type I is strongly associated with RCD
and represents the majority of EATL, whereas the
relationship between type II and CD seems to
be equivocal. EATL is recognized as a malignant
proliferation of intraepithelial CD8*T-cells based
on the characteristic epitheliotropism, but there
seem to exist distinct immunophenotypic differ-
ences between type I and II. Type I is known to
have CD3*, CD8*~, CD56~, TCRpS*'~ pheno-
type and malignant T-cells tend to downregulate
phenotype markers, such as CD8 and TCRp,
during disease progression from RCD. To the
contrary, type II seems to mostly have CD3*,
CD8*, CD56%, TCRyé" phenotype and retain
CDS8 expression.”>®~>8 The clinical course of both
types is, similar to canine intestinal lymphoma,
very aggressive with a median survival time of
10 months.®® In this respect, two studies have
referred similarity of canine intestinal lymphoma
to EATL. In one study that describes large granular
lymphocyte lymphomas in five dogs, one of the five
dogs showed a massive infiltration of neoplastic
lymphocytes in all the intestinal layers with an
ulcerative villi atrophy and chronic plasmocytic
enteritis. Although the dog also showed a wide dis-
semination of neoplastic lymphocytes including the
blood, bone marrow, abdominal lymph nodes, liver
and spleen, the authors indicated a resemblance
to EATL based on the predominance of neoplastic
lymphocytes in the intestine. More intriguingly,
THC revealed that the neoplastic lymphocytes pos-
sessed the immunophenotype of CD3%, CD8*.#
Another recent study reported that six of eight
canine small intestinal lymphomas could be clas-
sified as EATL type 1. Although canine intestinal
T-cell lymphoma has some common features with
human EATL such as the marked epitheliotropism
and aggressive behaviour, it is mandatory to further
characterize canine T-cell lymphoma in terms of
immunophenotypes. It is very intriguing to inves-
tigate whether canine intestinal lymphoma can
be caused by etiological factors similar to human
EATL in future studies.
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In conclusion, we demonstrated that PARR
analysis enables differentiation between enteritis
and intestinal lymphoma in dogs and can also
contribute to phenotyping especially in ambiguous
cases by IHC. For its clinical use as a diagnostic
tool, enhanced methods of tissue sampling should
be considered to ensure representative tissue
specimens for PARR analysis.
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Appendix. Canine intestinal lymphomas: summary of patient characteristics, anatomical location, molecular clonality, phenotyping on PARR and

IHC, and conclusive phenotype, if applicable.

Case Age Sex Canine Breed Site Affected TCRG IGH Immunophenotype = Immunophenotype Immunophenotype
No. (year) Clonality  Clonality PARR IHC
PARR+IHC
1 5 Male Belgian Duodenum M N T ambiguous T
Shepherd
2 10 Female  Appenzeller Intestine P P n.d. T (suspected) T (suspected)

Mountain Dog
3 7 Male Mixed Jejunum M N T T T

4 8 Male Bernese Colon M N T B (suspected) T

Mountain Dog

5 11 Female Mixed Intestine M N T T T
6 5 FS Rottweiler Intestine M N T T T
7 6 Male Bernese Jejunum M N T T (suspected) T

Mountain Dog
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8 n.a
9 6
10 7
11 10
12 13
13 12
14 8
15 10
16 9
17 2
18 5
19 8

Male Mixed

Male Maltese
Female Cocker Spaniel

MC Mixed
Female Presa Canario

Male Dachshund

Female Poodle
Male Golden
Retriever

FS Mixed
Male German
Shepherd

Male Mixed
Male Hanover

Hound

SI
Intestine
Jejunum

Colon
Jejunum

SI

Intestine

Intestine

Jejunum

SI

SI

SI

< X £

< X £

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

T (suspected)

T (suspected)

T (suspected)
B

T (suspected)
T

T

T
B

T (suspected)
T

T
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20 9.5 Male Pug SI M N T T T

21 10 Male Mixed SI P P n.d. T T

22 7.5 Male Golden SI P P n.d. B (suspected) B (suspected)
Retriever

23 11 Female Golden SI M N T T T
Retriever

24 3 Male Chihuahua Jejunum M M Dual B/T B B

25 4 Female  Great Dane Jejunum M N T T T

26 11 Female Yorkshire Jejunum M N T T T

Terrier

27 8 n.a. Beagle Duodenum M N T T T

28 8 Male n.a. SI M N T T T

29 13 Female Mixed Rectum/Colon P M B B B

PARR, PCR for antigen receptor gene rearrangement; IHC, immunohistochemistry; MC, male castrated; FS, female spayed; SI, small
intestine; TCRG, T-cell receptor gamma; IGH, immunoglobulin heavy chain; M, monoclonal; O, oligoclonal; P, polyclonal; N, negative; T,

T-cell phenotype; B, B-cell phenotype; n.a., not available; n.d., not determinable.
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IV.  DISKUSSION

1. Charakteristika der Hunde mit intestinalem Lymphom

In dieser Studienpopulation von 29 intestinalen Lymphom-Fillen wurden 18
Rassehunde und acht Mischlings-Hunde einbezogen. Die Rassen, die mit mehr als
einem Individuum auftraten, umfassen Golden Retriever (n = 3) und Berner
Sennenhund (n = 2). Diese Rassenprivalenz bei kaninen intestinalen Lymphomen
vor allem bei Berner Sennenhund koénnte eher dem geographischen Unterschied
zugeschrieben werden als einer echten Pradisposition fiir das intestinale
Lymphom, obwohl fiir Golden Retriever ein erhohtes Lymphom-Risiko
beschrieben wurde (Modiano et al., 2005, Pastor et al., 2009). Dass in der
vorliegenden Studie Riiden die Mehrheit der Félle ausmachten, stimmt mit
anderen Publikationen tiberein (Couto et al., 1989, Frances et al., 2013, Frank et
al., 2007, Rassnick et al., 2009). Eine Studie berichtet jedoch eine gleichwertige
Privalenz der Geschlechter (Coyle und Steinberg, 2004). Das Mittel- und
Medianalter der Hunde dieser Studie zeigt auch wie in der Literatur beschrieben,
dass intestinale Lymphome zumeist bei Hunden im mittleren Alter und bei alten
Hunden vorkommen, obwohl auch jiingere Hunde betroffen sein kdnnen (Couto et
al., 1989, Coyle und Steinberg, 2004, Frances et al., 2013, Frank et al., 2007,
Rassnick et al., 2009).

2. Anatomische Lokalisation

Die am hiufigsten betroffene Lokalisation der kaninen intestinalen Lymphome
war der Diinndarm, gefolgt vom Dickdarm. In der Literatur wurde der Diinndarm
als die am meisten befallene Lokalisation {ibereinstimmend beschrieben (Couto et

al., 1989, Coyle und Steinberg, 2004, Frank et al., 2007, Rassnick et al., 2009).
3. PARR

3.1. Einflisse der DNA-Extraktion von FFPE-Geweben auf die PCR

Wegen des retrospektiven Charakters wurden in der vorliegenden Studie nur
FFPE-Darmgewebe eingeschlossen. Wenn DNA von FFPE-Geweben extrahiert
wird, kann PCR durch inhibitorische Komponenten von FFPE behindert werden.
Die PCR wird auch durch die Fixierungseffekte des Formalins (Verbindung der
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DNA mit Proteinen, Fragmentierung der DNA) beeinflusst (Groenen et al., 2008,
Kaneko et al., 2009a). Aufgrund dessen wird die amplifizierbare Basenldnge bei
DNA von FFPE-Geweben meist bis zu ca. 300 Basenpaaren (Bp) eingeschrinkt
(Groenen et al., 2008, Weirich et al., 1995). In der vorliegenden Studie wurde die
Amplifizierbarkeit der extrahierten DNA mithilfe der PCR mit Cmu-Primern
festgestellt, deren PCR-Produkte 180 Bp betragen. Bei der initialen Priifung der
DNA-Integritit, wo insgesamt 62 Proben (32 Lymphome, 15 Enteritiden und 15
gesunde Kontrollen) getestet wurden, zeigten siecben Proben negative Ergebnisse
mit Cmu-Primern. Dies scheint nicht mit der Dauer der Gewebeautbewahrung
assoziiert zu sein, weil eine aus dem Jahr 2012 stammende Probe ebenfalls nicht
amplifizierbar war. Unter Beriicksichtigung der inhibitorischen Effekte von FFPE
auf die PCR wurde ein Verdiinnungstest (1:10 und 1:100) durchgefiihrt.
Infolgedessen konnten drei von sieben negativen Proben mit Cmu-Primern
erfolgreich amplifiziert werden. Das Verdiinnngsverhéltnis von 1:10 schien in den
meisten Fillen eine optimale Bedingung zu sein. Fiir die PCR mit FFPE-Proben
sollte daher ein Verfahren fiir eine Optimierung der DNA-Konzentration
angestrebt werden. Die restlichen vier Proben, die sich trotz des
Verdiinnungsverfahrens nicht amplifizieren liefen, wurden ausgelassen und durch
vier andere Proben ersetzt, deren DNA-Integritdit mit den Cmu-Primern

erfolgreich festgestellt wurde.

3.2 B-Zell-Primer

In der vorliegenden Studie wurden die PCR-Produkte mit B-Zell-Primern
zunichst auf dem Agarose-Gel analysiert, um das Vorhandensein der PCR-
Produkte festzustellen. Dabei zeigten die meisten Lymphom-Proben negative
Ergebnisse. Aufgrund der niedrigen Auftrennungsfihigkeit und der schlechten
Visualitdt des Agarose-Gels wurden die positiven Proben weiter mit der PAGE
analysiert, damit deutlich gezeigt werden konnte, dass ein Band, das auf dem
Agarose-Gel wie ein monoklonales Muster erschien, tatsdchlich ein polyklonales
Muster aufwies. Dieses Ergebnis unterstreicht die Notwendigkeit des Einsatzes
der PAGE bei B-Zell-Primern (Gonzalez et al., 1999). Ferner wurden auch einige
negative Proben mit dem Agarose-Gel weiter mit PAGE analysiert, damit die
Moglichkeit ausgeschlossen werden konnte, dass ein potentiell positives Ergebnis
wegen der schlechten Visualitit des Agarose-Gels iibersehen wurde. Hierzu

konnte bestitigt werden, dass alle negativen Ergebnisse auf dem Agarose-Gel
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auch bei PAGE negative Ergebnisse zeigten.

3.3. T-Zell-Primer

Die PCR-Produkte mit T-Zell-Primern wurden nur mit PAGE analysiert, weil sie
eine relativ kurze Basenldnge (ca. 80 Bp) aufweisen und zur Detektion dieser
PCR-Produkte eine hohe Auftrennungsfahigkeit notwendig ist. In der
vorliegenden Studie wurden die Kriterien fiir Monoklonalitit streng gesetzt, nicht
nur auf dem Vorhandensein eines klaren Einzelbandes oder von zwei gut
erkennbaren miteinander aufgetrennten Béndern wurde geachtet, sondern auch
darauf, dass die Bander auch nach der Heteroduplex-Analyse deutlich erkennbar
sein miissen. Das Vorhandensein von mehr als drei Bindern wird als oligoklonal
bezeichnet und hier nicht als monoklonal eingeordnet. In der Literatur wurde
darauf hingewiesen, dass ein Doppeleinsatz der PCR notwendig sei, um ein
unspezifisches Band zu erkennen, das durch eine zufdllige Amplifikation
hergestellt wird, und um somit ein falsch-positives Ergebnis (Pseudoklonalitit)
auszuschlieBen (Elenitoba-Johnson et al., 2000, Langerak et al., 2012). Durch
eine unspezifische Amplifikation werden unreproduzierbare Bénder hergestellt,
sodass das Vergleichen der gepaarten PCR-Produkte, die durch zwei unabhingige
Amplifikationen gewonnen werden, unspezifische Biander erkennbar macht. Mit
der Heteroduplex-Analyse kann dies jedoch ebenfalls durch das Verschwinden
der unspezifischen Bénder festgestellt werden und in der vorliegenden Studie

wurde diese Analyse eingesetzt (Takanosu et al., 2010).

34. Heteroduplex-Analyse

Wie oben beschrieben, wurde diese Analyse durchgefiihrt, um die Moglichkeit
eines falsch-positiven Ergebnisses (Pseudoklonalitit) auszuschlieBen. In der
vorliegenden Studie kam jedoch keine Pseudoklonalitit vor, denn alle
monoklonalen Bénder konnten auch nach der Heteroduplex-Analyse in dem
gleichen Bereich der Basenldnge erkannt werden. Dieses Ergebnis, dass keine
Pseudoklonalitdt beobachtet wurde, kann als sicher angenommen werden, weil
sich ein unspezifisches Band bildet, wenn das zur PARR eingesetzte DNA-
Quantum so gering ist, dass nur ein begrenztes DNA-Template zufdlligerweise
amplifiziert wird (Elenitoba-Johnson et al., 2000). In der vorliegenden Studie war
jedoch das DNA-Template geniigend vorhanden, da die DNA-Materialien nicht

aus diinnen FFPE-Gewebe-Schnitten, sondern aus FFPE-Blocken extrahiert
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wurden. Bei den polyklonalen Ergebnissen war es ohne Heteroduplex-Analyse
unproblematisch, dies von einem monoklonalen Band zu unterscheiden. Die
Heteroduplex-Analyse machte jedoch durch ein senkrecht weiter verbreitetes

Abstrich-Muster das Polyklonal-Muster erkennbarer.

3.5. Sensitivitit und Spezifitit

Bei der Sensitivitit der PARR-Analyse handelt es sich um die Fihigkeit, beim
Vorhandensein neoplastischer Lymphozyten eine Monoklonalitit identifizieren zu
konnen, wéhrend es bei der Spezifitdit um die Féhigkeit geht, bei nicht-
neoplastischen Fillen (Entziindung, physiologischem Zustand) ein polyklonales
Muster detektieren zu konnen. Ein falsch-positives Ergebnis kann vorkommen,
wenn sich Lymphozyten unter einer chronischen Entziindung hochgradig
vermehren und ein sehr begrenztes Lineage-Repertoire aufweisen (Burnett et al.,
2003, Vernau und Moore, 1999). Hierzu konnte beispielweise mit der PARR-
Analyse eine Monoklonalitét detektiert werden, wenn DNA-Proben aus reaktiven
Lymphozyten im Keimzentrum eingesetzt wurden (Ilijima et al., 2000). Ein
weiterer Fall des falsch-positiven Ergebnisses ist das oben genannte unspezifische
Band, das durch eine unspezifische Amplifikation hergestellt wird (Elenitoba-
Johnson et al., 2000). Bei einem falsch-negativen Ergebnis handelt sich es um den
Misserfolg, eine mogliche Monoklonalitdt nicht identifizieren zu koénnen. Die
Griinde dafiir sind vielféltig. Erstens kann dies einem Fehlschlag der PCR bei der
Analyse mit FFPE-Proben zugeschrieben werden, die PCR-inhibitorische Stoffe
enthalten konnen (Kaneko et al., 2009a, Weirich et al., 1995). Dieser Fall kann
jedoch durch Uberpriifung der DNA-Integritit (z.B. mit Cmu-Primern in der
vorliegenden Studie) ausgeschlossen werden. Ein zweiter Grund ist die Primer-
Konstruktion. Die fiir die PARR-Analyse verwendeten Primer werden so
konstruiert, dass sie an die sequenziell konservierte Region des V-Gens
(Framework-Region) und des J-Gens anlagern konnen (Keller und Moore, 2012,
Tamura et al., 2006, Yagihara et al., 2007). Basensequenzen dieser Region sind
jedoch unter Individuen variabel, sodass es vorkommen kann, dass die
verwendeten Primer an der Ziel-Region nicht anlagern und somit keine PCR-
Produkte hergestellt werden (Avery, 2009, Keller und Moore, 2012). Drittens
handelt es sich um genetische Veridnderungen, die die Antigen-Rezeptor-Gene,
wie eine chromosomale Translokation, eine partielle Rekombination der Antigen-

Rezeptor-Gene und somatische Hypermutationen, die bei Post-Keimzentrum-B-
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Zellen stattfinden, einschlieBen (Langerak et al, 2007, Rezuke et al, 1997).
Schlieflich koénnen NK-Zell-Lymphome auftreten, bei denen keine Gen-
Rekombination stattfindet (Keimbahn-Konfiguration) und mit der PARR-Analyse
keine PCR-Produkte detektiert werden kdnnen (Avery und Avery, 2004, Burnett
et al.,2003).

In der vorliegenden Studie betrug die Sensitivitit 76 % und die Spezifitit 100 %,
die mit Werten in anderen Publikationen gut vergleichbar sind (Avery und Avery,
2004, Chaubert et al., 2010). Im Vergleich zu einer Studie, in der die PARR-
Analyse mit endoskopisch entnommenen Proben von 12 Féllen der kaninen GI-
Lymphome eingesetzt und eine Sensitivitit von 67,7 % berichtet wurde, ist die
Sensitivitidt in der vorliegenden Studie hoher (Fukushima et al., 2009). Die
Sensitivitit der PARR-Analyse ist abhingig von der Primer-Einstellung
(Homoplex oder Multiplex), dem Zustand der verwendeten Gewebe-Materialien
(frisch oder Formalin-fixiert) und den analytischen Methoden (konventionelle
Gel-Elektrophorese oder Gene-Scanning). In der Regel ist die Sensitivitdt unter
Benutzung von Multiplex-Primer und Gene-Scanning héher (van Dongen et al.,
2003). In der vorliegenden Studie konnte dennoch gezeigt werden, dass der
Einsatz der minimalen Primer-Einstellung und der konventionellen Gel-
Elektrophorese eine relativ hohe Sensitivitit ermdglicht. Dies unterstreicht die
Bedeutung der zelluldren Komposition, die zur PARR-Analyse eingesetzt wird,
weil in der vorliegenden Studie unter dem Mikroskop bestitigte lymphomatose
Zell-Komponenten aus Paraffin-Blocken gezielt herausgeschnitten und analysiert
wurden, was einen Einschluss der reaktiven und nicht-neoplastischen

Lymphozyten minimierte.

Aus praktischen Griinden wird eine endoskopische Probengewinnung aus dem
GIT bevorzugt. Mit der Endoskopie konnen jedoch meist nur Proben aus
oberflichlichen mukosalen Lidsionen gewonnen werden, in denen auch
inflammatorische Komponenten reichlich vorhanden sein kénnen (Couto et al.,
1989). Wie Fukushima und Kollegen ausfiihrten, diirften endoskopische Proben
fiir die PARR-Analyse nicht geeignet sein. In der Praxis sollte daher angestrebt
werden, reprisentative multiple Lisionen zu entnehmen. Dabei kann ein Einsatz
der endoskopischen Ultraschall-gestiitzten Feinnadelaspiration (endoscopic
ultrasound-guided fine needle aspiration, EUS-FNA) hilfreich sein, um in der

Tiefe liegende Tumor-Lésionen beproben und diese zur PARR-Analyse einsetzen
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zu konnen (Stacchini et al., 2012, Wiersema et al., 1997).

4. Korrelation der Phinotypen zwischen PARR und THC

19 Félle waren phdnotypisch iibereinstimmend und zehn Félle nicht. Sieben Fille
der Nicht-Ubereinstimmung resultierten aus den negativen Ergebnissen der
PARR-Analyse. Weil vier Fille von diesen sieben Fillen mit IHC eindeutig
immunphénotypisiert werden konnten, konnte diese immunphénotypische Nicht-
Ubereinstimmung dem Fehlen der Detektion einer Monoklonalitit mit der PARR-
Analyse zugeschrieben werden. Die anderen drei Fille mit PARR-negativen
Ergebnissen lieBen sich auch mit IHC nicht eindeutig einteilen und dafiir konnen
zwei Griinde vermutet werden: Erstens geht es um eine Herabregulation der
Immunphénotyp-Marker von Lymphomzellen. Mithilfe der Durchflusszytometrie
wurde gezeigt, dass bei kaninen B-Zell-Lymphomen der Immunphénotyp-Marker
fiir B-Zellen, CD79a, aberrant unterexprimiert werden kann. Ebenfalls kann bei
kaninen T-Zell-Lymphomen eine Unterexprimierung oder komplette Einstellung
von CD3 auftreten (Gelain ez al., 2008, Wilkerson et al., 2005). Eine aberrant
herabregulierte Exprimierung der Immunphénotyp-Marker hitte in der
uneindeutigen Phinotypisierung mit der IHC resultieren kdnnen. Zweitens handelt
es sich um die Moglichkeit eines NK-Zell-Lymphoms (Avery und Avery, 2004,
Burnett et al., 2003). In der Humanmedizin kommt zur Identifizierung der NK-
Zell-Lymphome eine Immunphénotypisierung mit Anti-CD56-Antikorper zum
Einsatz. Weil eine spezifische Reaktion dieses Antikorpers auf kanines CD56
jedoch nicht bestdtigt wurde, konnte in der vorliegenden Studie nicht festgestellt
werden, ob es sich bei diesen immunhisotchemisch uneindeutigen Fillen

tatsdchlich um NK-Zell-Lymphome handelt (Turnelli ef al., 2005).

Die letzten drei Fille, deren Phinotypen zwischen PARR-Analyse und IHC nicht
iibereinstimmend waren, lieen sich mit der PARR-Analyse phinotypisieren, aber
die Phénotypen stimmten mit der IHC nicht tiberein. Ein immunhistochemischer
B-Zell-Phinotyp zeigte eine Doppel-Monoklonalitit, die als Phdnomen von
Cross-Lineage bekannt ist. Das Phdnomen beruht darauf, dass entweder durch die
Rekombinase-Aktivitit im Frithstadium der Zell-Reifung oder durch deren
anhaltende Aktivitdt nach der malignen Transformation nicht nur Immunglobulin-
Gene, sondern auch TCR-Gene rekombiniert werden, sodass die Zellen auf der

Zell-Oberfliche einen B-Zell-Phidnotyp aufweisen, widhrend sie genetisch



IV. Diskussion 46

rekombinierte Immunglobulin- und TCR-Gene besitzen und somit mit der PARR-
Analyse eine Doppel-Monoklonalitdt identifiziert werden kann (Burnett et al.,
2003, Szczepanski et al., 1999). Es wire auch mdglich, dass eine sehr limitierte T-
Zelllinie, die sich reaktiv um neoplastische B-Zellen herum sammelt, bei der
PARR-Analyse als monoklonal dargestellt werden kann (Ling ef al., 1992, van
Dongen et al., 2003). Um diese Moglichkeit auszuschlieBen, konnte das DNA-
Material aus mit der Laser-Mikrodissektion ausgeschnittenen neoplastischen B-
Zellen mit PARR analysiert werden, was aber in der vorliegenden Studie nicht
angestrebt wurde. Ein Fall, der sich immunhistochemisch nur fraglich in B-Zell-
Phénotyp einteilen lieB, konnte mit der PARR-Analyse eindeutig als T-zellig
identifiziert werden. Der letzte Fall, dessen Immunphinotyp mit IHC nicht
bestimmt werden konnte, zeigte bei der PARR-Analyse eindeutig eine TCR-
Monoklonalitit. Ferner muss erwdhnt werden, dass die Immunphénotypen der
vier Fille, die mit IHC nur fraglich in T-Zell-Phénotyp eingeteilt werden konnten,
mit der PARR-Analyse eindeutig als T-zellig bestétigt wurden. Dies zusammen
betont die Wertigkeit der PARR-Analyse zur Phédnotypisierung, vor allem, wenn

sich Immunphénotypen mit IHC nicht eindeutig bestimmen lassen.

5. Zusammenhang zwischen anatomischen Lokalisationen

und Phéinotypen

Wegen der Seltenheit der Dickdarm-Lymphome bei kaninen intestinalen
Lymphomen ist es unklar, ob ein bestimmter Immunphénotyp mit einer
bestimmten anatomischen Lokalisation assoziiert ist. Diesbeziiglich stehen in der
Literatur nur wenige Auskiinfte zur Verfiigung. In der vorliegenden Studie wiesen
zwei von drei Fillen mit einem Dickdarm-Lymphom einen B-Zell-Phanotyp auf.
Miura und Kollegen berichteten von einem kolorektalen T-Zell-Lymphom (Miura
et al., 2004). Steinberg und Kollegen ermittelten, dass vier T-Zell-Lymphom-
Félle, die einen ausgeprigten Epitheliotropismus aufwiesen, Magen und
Diinndarm, aber nicht Dickdarm betrafen (Steinberg et al, 1995). Eine
Sonderform eines B-Zell-Lymphoms mit Mott-Zell-Differenzierung stammte vom
Magen (De Zan et al., 2009) und drei dhnliche Fille mit einer Mott-Zell-
Morphologie waren im Diinndarm angesiedelt (Kodama et al., 2008, Stacy et al.,
2009). Eine neueste Studie im Rahmen einer sonographischen Darstellung der

kaninen gastrointestinalen Lymphomen berichtete iiber ein T-Zell- und zwei B-
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Zell-Lymphome im Magen sowie ein B-Zell-Lymphom im Dickdarm (Frances et
al., 2013). Soweit beurteilbar scheinen die Immunphédnotypen bei kaninen
Lymphomen im Magen und Dickdarm heterogener zu sein, anders als beim
Menschen, bei dem in gastrischen Féllen {iiberwiegend B-Zell-Lymphome

vorkommen (Koch et al., 2005).

6. Phinotypen und Betrachtung zur Prognose

In dieser Studienpopulation kam mehrheitlich der T-Zell-Phénotyp (85 %)
gegeniiber dem B-Zell-Phanotyp (15 %) vor. Diese hohere Privalenz des T-Zell-
Phénotyps bei kaninen intestinalen Lymphomen stimmt mit anderen Studien
iiberein. Einer Studie mit der groften Studienpopulation von 44 Fillen zufolge
betrug der T-Zell-Phianotyp 75 % und der B-Zell-Phianotyp 10 %. Die restlichen
Fille dieser Studie (15 %) lieBen sich immunphénotypisch nicht zuordnen (Coyle
und Steinberg, 2004). Zwei andere klinische Studien mit jeweils 30 und 18 Fillen
berichteten 63 % vom T-Zell-Phénotyp und 37 % vom B-Zell-Phanotyp. Bei der
ersteren waren jedoch die immunphénotypisierten Félle auf 19 Fille begrenzt
(Frank et al., 2007) und bei der letzteren wurden auch fiinf Félle eingeschlossen,
die sich als Beteiligung der multizentrischen Lymphome manifestierten (Rassnick
et al., 2009). Weil kanine T-Zell-Lymphome eine schlechtere Prognose als B-
Zell-Lymphome aufweisen, kann die bekanntlich schlechte Prognose bei kaninen
intestinalen Lymphomen der Prddominanz des T-Zell-Phanotyps zugeschrieben
werden (Ponce et al., 2004). Obwohl es statistisch nicht signifikant war (p= 0.06),
wurde hierzu auf eine Tendenz zu einer schlechteren Prognose fiir
gastrointestinale T-Zell-Lymphome (mediane Uberlebenszeit von drei Wochen)
als fiir gastrointestinale B-Zell-Lymphome (mediane Uberlebenszeit von drei

Monaten) hingewiesen (Rassnick et al., 2009).

AuBler dem Phinotyp konnte anderseits die anatomische Lokalisation in die
Prognose einflieBen. Hierzu wurden giinstigere Prognosen bei kolorektalen
Lymphomen ermittelt. Ein Hund mit einem kolorektalen Lymphom, der mit
einem Kombinations-Chemotherapie-Protokoll ~ behandelt wurde, zeigte
beispielweise eine Uberlebenszeit von mehr als 5 Jahren (Couto et al., 1989). Ein
anderer Hund mit einem Dickdarm-Lymphom, trotz des T-Zell-Phédnotyps, blieb
zum Zeitpunkt des letzten Follow-up iiber ein Jahr am Leben (Miura ef al., 2004).

Frank und Kollegen fanden ebenfalls heraus, dass zwei von fiinf Hunden mit
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einem Dickdarm-Lymphom, die mit einer Chemotherapie mit oder ohne Chirurgie
behandelt wurden, tiber ca. 2,5 und 6,9 Jahre tiberlebten. Die anderen drei Hunde
zeigten jedoch mit #hnlichen Behandlungen deutlich kiirzere Uberlebenszeiten
(Frank et al., 2007). Weil das Verbreitungsmuster der Tumorerkrankung (diffus
oder nodal) eine Entscheidung zu therapeutischen Optionen beeinflussen kann,
diirfte sich ein prognostischer Unterschied der befallenen anatomischen

Lokalisationen nur schwierig feststellen lassen.

7. Epitheliotropismus

Die epitheliotrope Eigenschaft scheint exklusiv fiir den T-Zell-Phénotyp
charakteristisch zu sein. Das primire epitheliotrope T-Zell-Lymphom wurde
erstmals bei drei Shar-Pei und einem Boxer beschrieben (Steinberg et al., 1995).
Ein Fallbericht iiber ein priméres gastrointestinales Lymphom bei einem Labrador
Retriever beschreibt auch einen Epitheliotropismus (French et al., 1996). Diese
Sonderform des Epitheliotropismus wurde initial als ein Subtyp der kaninen
gastrointestinalen =~ Lymphome  betrachtet, weil sie sich von den
histopathologischen Bildern in der ersten systematischen Studie streng
unterschied, bei denen in allen Féllen ein submukosaler Ursprung der
neoplastischen Lymphozyten beschrieben wurde (Couto et al., 1989). Eine
nachfolgende systematische Studie berichtete jedoch, dass sogar 75 % der Fille
einen ausgepréigten Epitheliotropismus aufwiesen und alle diese Félle mit dem T-
Zell-Phinotyp verbunden waren (Coyle und Steinberg, 2004). In der vorliegenden
Studie konnte bei 20 Féllen auf einen Epitheliotropismus untersucht werden und
35 % dieser Fille (7/20) zeigten einen Epitheliotropismus. Alle Fille mit
Epitheliotropismus waren ausschlielich T-zellig. Bei anderen zehn Féllen lief3
sich das Vorhandensein eines Epitheliotropismus nicht beurteilen, weil die
mukosale Schicht stark ulzeriert und durch neoplastische Lymphozyten massiv
verdrangt war. Dies kann als eine fortgeschrittene Tumorerkrankung interpretiert

werden.

Der charakteristische Immunphénotyp der epitheliotropen Form wurde bei
kaninen kutanen Lymphomen detailliert untersucht. Die epitheliotrope Form
scheint mit bestimmten Immunphinotypen verbunden zu sein, nimlich CD8'-
oder CD4CD8-T-Zellen. Ferner wurde der TCRyd-Phénotyp mehrheitlich
gegeniiber dem TCRaf-Phéinotyp beobachtet, was die physiologische Verteilung
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der kutanen Lymphozyten widerspiegelt (Moore ef al., 2009).

Unter diesem Aspekt betrachtet, ist es von groBem Interesse zukiinftig zu
untersuchen, ob auch die epitheliotrope Eigenschaft der kaninen intestinalen T-
Zell-Lymphome mit einem bestimmten Immunphénotyp assoziiert ist. Die
physiologische Verteilung der intestinalen Lymphozyten bei Hunden ist bereits
bekannt. In der Literatur wird die Verteilung der Lymphozyten aufgrund der
Histologie der Darmschichten, Epithel und Lamina propria, eingeteilt.
Intraepitheliale Lymphozyten weisen ausschlieBlich T-Zell-Phdnotyp und
iiberwiegend CD8'ap” auf (Elwood et al, 1997, German et al., 1999a,
Luckschander et al., 2009, Sonea et al., 2000). Ein gewisser Anteil der 78+-T-
Zellen kann auch im Epithel gefunden werden und sie scheinen meist CD4 CD§
zu besitzen (German et al., 1999b, Luckschander et al., 2009, Sonea et al., 2000).
Im Gegensatz dazu werden in der Lamina propria iiberwiegend mehr CD4'-T-
Zellen als CD8" beobachtet (Elwood et al., 1997, German et al., 1999a, Sonea et
al., 2000). Obwohl ap’-T-Zellen sowohl im Epithel als auch in der Lamina
propria gefunden werden, befinden sich y8'-T-Zellen meist im Epithel (German et
al., 1999b). Ob die epitheliotropen neoplastischen Lymphozyten mit einem
bestimmten Immunphinotyp wie CD8 af’, der physiologisch intraepithelial
beobachtet wird, assoziiert sind, muss in zukiinftigen Studien ndher dargestellt

werden.

8. Atiologische Betrachtung

Es ist unklar, ob die Prddominanz des T-Zell-Phénotyps beim kaninen intestinalen
Lymphom mit dessen Atiologie verkniipft ist. In der Humanmedizin werden unter
gastrointestinalen Lymphomen iiberwiegend gastrische Lymphome gesehen und
fast alle Fille gastrischer Lymphome sind vom B-Zell-Phinotyp (Koch et al.,
2001). Die Entwicklung der gastrischen MALT-Lymphome ist stark assoziiert mit
einer Infektion von Helicobacter pylori (Wotherspoon et al., 1993). Hierzu
implizierte eine Studie bei Katzen einen Zusammenhang zwischen einer
gastrischen Infektion von Helicobacter spp. und dem Vorhandensein gastrischer
MALT-Lymphome. Bei Hunden ist derzeit noch nicht bewiesen, dass eine
bakterielle Infektion zur Entwicklung eines Lymphoms fiihren kann (Bridgeford
et al., 2008). Im Kontext des Zusammenhangs zwischen Entziindungen und

Entwicklungen eines gastrointestinalen Lymphoms wurde frither eine Rasse-
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spezifische lymphoplasmazelluldre Enteropathie bei Basenji beschrieben, die
durch eine signifikant erhohte Anzahl der Immunoglobulin-haltigen Zellen im
GIT gekennzeichnet ist (MacLachlan ef al., 1988). Interessanterweise wurde iiber
eine nachfolgende Entwicklung eines gastrointestinalen Lymphoms bei Basenji
mit Enteropathie berichtet, obwohl in der Literatur weitere &hnliche Berichte
sowie eine Pridisposition fiir gastrointestinale Lymphome bei dieser Rasse nicht

gefunden werden konnen (Breitschwerdt ef al., 1982).

Humane primére intestinale T-Zell-Lymphome zeigen interessanterweise dhnliche
histopathologische Bilder und Prognosen wie bei Hunden auf. Die Atiologie der
humanen intestinalen T-Zell-Lymphome ist in letzter Zeit mehr und mehr
ersichtlich geworden. Patienten mit RCD zeigen eine erhdhte Anzahl der
intraepithelialen CDS8'-T-Zellen und haben ein erhohtes Risiko fiir die
Entwicklung eines intestinalen T-Zell-Lymphoms, gut bekannt als Enteropathie-
assoziiertes T-Zell-Lymphom (EATL) (de Mascarel et al., 2008). Dieser enge
Zusammenhang zwischen der inflammatorischen Bedingungen und EATL konnte
mittels PARR-Analyse sowie Sequenzierung durch Identifizierung der klonalen
Lymphozyten, die bei den Enteropathien und intestinalen Lymphomen konsistent
beobachtet wurden, nachgewiesen werden (Ashton-Key ef al., 1997, Carbonnel et
al., 1998, Daum et al, 2001). In dieser dtiologischen Betrachtung aus der
Humanmedizin wére die Weizen-sensitive Enteropathie beim Irish Setter am
ndchsten mit RCD bei Menschen vergleichbar, aber wiederum wird bei dieser
Rasse keine Rasse-Pridisposition fiir intestinales Lymphom berichtet (Batt et al.,

1987).

Pathogenetische, histopathologische und immunphinotypische Eigenschaften von
EATL, die auch zur Charakterisierung des kaninen intestinalen Lymphoms einen
Hinweis geben kdnnten, werden in letzter Zeit ndher dokumentiert. Derzeit wird
EATL aufgrund der Pathogenese, der histopathologischen Bilder und
Immunphénotypen in zwei Typen eingeteilt: Der Typ I ist dtiologisch mit RCD
stark assoziiert und macht die Mehrheit der EATL aus. Der Typ II scheint
dagegen mit RCD nicht verbunden zu sein und wird nur sporadisch beobachtet.
Als gemeinsame histopathologische Eigenschaft der beiden Typen kann eine
maligne Proliferation der intraepithelialen CD8"-T-Zellen und ein ausgeprigter
Epitheliotropismus ~ genannt  werden. Es  gibt  jedoch  bestimmte

immunphénotypische und histopathologische Unterschiede, durch die die beiden



1V. Diskussion 51

Typen unterschieden werden konnen. Die Immunphinotypen vom Typ I sind
CD3*, CD8"", CD56, TCRP™ und maligne Lymphozyten neigen zur
Herabregulierung der Phénotyp-Marker, wie CD8 und TCRp, widhrend der
Progression von RCD. Im Gegensatz dazu besitzt der Typ II meistens CD3",
CD8", CD56", TCRB+ oder auch 78+, und CDS8 wird konstant exprimiert. Der
klinische Verlauf der beiden Typen, wie bei kaninem intestinalen Lymphom, ist
sehr aggressiv mit einer medianen Uberlebenszeit von zehn Monaten (Arps und
Smith, 2013). Die ersten Autoren, die eine Ahnlichkeit zwischen EATL und
einem kaninen intestinalen Lymphom feststellten, sind Turnelli und Kollegen. In
ihrer Studie wurden fiinf Fille der kaninen Large-Granular-Lymphocyte-
Lymphome histopathologisch sowie immunhistochemisch dargestellt. Ein Fall
davon wies eine massive Infiltration neoplastischer Lymphozyten in alle
Darmschichten mit einer ulzerativen Atrophie der Villi und chronischer
plasmazelluldrer Enteritis auf. Obwohl die neoplastischen Lymphozyten in Blut,
Knochenmark, abdominalen Lymphknoten, Leber und Milz disseminiert waren,
deuteten die Autoren aufgrund der Pridominanz der neoplastischen Lymphozyten
im Darm auf eine Ahnlichkeit mit EATL hin. Von groBem Wert dieser Studie ist,
dass die Immunphinoytpen der neoplastischen Lymphozyten (CD3*, CD8")
aufgezeigt werden konnten, die mit den Immunphinotypen der malignen
Lymphozyten von EATL {ibereinstimmen (Turinelli et al., 2005). Allerdings
miissen  Ahnlichkeiten sowie  Unterschiede der Eigenschaften der
Tumorerkrankungen zwischen Menschen und Kleintieren vorsichtig interpretiert
werden. Bei felinen gastrointestinalen Lymphomen wurde beispielweise eine
dhnliche histopathologische Eigenschaft mit EATL wie Epitheliotropismus
beschrieben. Aber die relativ giinstigere Prognose der felinen gastrointestinalen
Lymphome stimmt mit den klinischen Bildern bei Menschen und Hunden nicht
iiberein (Moore et al, 2012). Ferner muss beachtet werden, dass
Immunphénotypen der neoplastischen Zellen zwischen verschiedenen Spezies
vollig unterschiedlich sein konnen, obwohl die histopathologischen Bilder dhnlich
erscheinen. Bei humanen epitheliotropen kutanen T-Zell-Lymphomen weisen
beispielweise neoplastische Lymphozyten meist CD4" und ap” auf, wihrend sie
bei kaninen epitheliotropen kutanen T-Zell-Lymphomen CD8" und v5" besitzen.
AuBerdem wurden bislang keine CD4'-T-Zell-Lymphome bei kaninen
epitheliotropen kutanen Lymphomen beschrieben (Moore et al., 2009).
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Obwohl ein dtiologischer Zusammenhang zwischen Gastroenteritiden vor allem
IBD und kaninen gastrointestinalen Lymphomen lang vermutet wurde, fehlen
noch Studien, die dies letztlich bestitigen. In letzter Zeit wurden jedoch einige
interessante Studien durchgefiihrt, die auf eine potentielle Beziehung zwischen
Gastroenteritiden und einer Entwicklung der gastrointestinalen Lymphome
hinweisen konnen. In einer Studie wurde mittels Gene-Scanning eine Klonalitdt
bei 47 Hunden mit IBD analysiert, um eine Diversitit der Lymphozyten zu
ermitteln. 38 % der Fille (18/47) wiesen eine Oligoklonalitit entweder im
Immunglobulin- oder TCR-Gen auf, was als reduzierte Diversitit der
Lymphozytenpopulation bei Hunden mit IBD interpretiert werden kann.
Erstaunlicherweise zeigten ca. 15 % der Félle (7/47) eine Monoklonalitit im
Immunglobulin-Gen und ein Fall wies eine TCR-Monoklonalitit auf. Es ist
bemerkenswert, dass 17 % der Félle in Bezug auf IBD monoklonale Lymphozyten
besallen und die iiberwiegende Mehrheit der Monoklonalititsfille der B-Zell-
Phinotyp war. Die Autoren der Studie berichteten auBBerdem, dass ein Fall mit
IBD, der eine Immunglobulin-Monoklonalitdt gezeigt hatte, nachfolgend ein
gastrointestinales Lymphom entwickelte, das post mortem bestitigt wurde
(Olivero et al, 2011). Wenn man beriicksichtigt, dass bei kaninen
gastrointestinalen Lymphomen mehrheitlich der T-Zell-Phénotyp vorkommit,
lassen sich diese Ergebnisse unter Voraussetzung der linearen Entwicklung des
Lymphoms von der Gastroenteritis dennoch schwer interpretieren. In Anbetracht
dessen, dass &tiologische Faktoren fiir IBD noch unbekannt sind, kann vermutet
werden, dass eine bestimmte inflammatorische Bedingung zu einer fiir T- oder B-
Zellen begiinstigten Proliferation und somit zu einer nachfolgenden malignen

Transformation fiihrt.

Andere Studien zur Immunzellpopulation und zur Charakterisierung der anti-
apoptotischen Zellen bei Hunden mit IBD weisen der obigen Studie entgegen auf
eine fir T-Zell-Proliferation bevorzugte Bedingung hin. Wie schon beschrieben
kommen physiologisch CD8"-T-Zellen iiberwiegend im Epithel und CD4'-T-
Zellen in der Lamina propria vor. Bei Hunden mit IBD wurde im Vergleich zur
gesunden Kontroll-Gruppe eine signifikant erhdhte Anzahl der CD4 -T-Zellen
sowie IgG'-Plasmazellen in der Lamina propria im Diinndarm beobachtet, aber es
wurde keine signifikant erhohte Anzahl der CD8'-T-Zellen in der Lamina propria

festgestellt. Dieses Vermehrungsmuster der Lymphozyten spiegelt die
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physiologische Verteilung der Lymphozyten im GIT wider. Wihrend im Epithel
auch eine signifikant erhohte Anzahl der intraepithelialen CD3"-Zellen
identifiziert wurde, war der Anteil der Subtypen (CD4", CD8", of ", y&")
paradoxerweise nicht vermehrt, was auf die Schwierigkeit bei der Auswertung der
Zell-Zahl auf den Gefrierschnitten zuriickzufiihren sei (German et al., 2001).
Diese Ergebnisse konnen so interpretiert werden, dass die Proliferation der
Lymphozyten bei IBD nach der physiologischen Verteilung in Darmschichten
erfolgt. Ferner wiesen einer Studie zufolge Lymphozyten unter den
inflammatorischen Bedingungen von IBD eine Anti-Apoptose auf. Dies ist von
besonderer Bedeutung, da nicht B-Zellen, sondern T-Zellen eine erhohte
Resistenz gegen Apoptose aufwiesen, was mittels THC durch Detektion der
Exprimierung von Bcl-2 und Kaspase-3 ausgewertet wurde (Jergens et al., 2014).
Bei dieser Untersuchung wurde jedoch die Exprimierung dieser Proteine
anscheinend fiir Zellen in der Lamina propria analysiert. In zukiinftigen Studien
sollte abgekldrt werden, ob auch intraepitheliale T-Zellen eine anti-apoptotische

Eigenschaft zeigen konnen.

9. Zukiinftige Perspektiven

Wie in der vorliegenden Studie gezeigt werden konnte, kann die PARR-Analyse
nicht nur zur Diagnosestellung der kaninen intestinalen Lymphome, sondern auch
zur Phénotypisierung beitragen. Obwohl es in der vorliegenden Studie nicht
ausgenutzt wurde, hat die PARR-Analyse ein weiteres analytisches Potenzial
inne: Die mit der Gel-Elektrophorese aufgetrennten Einzelbdander kdnnen weiter
isoliert und sequenziert werden. Damit kann eine Kontinuitit der klonalen
Lymphozyten analysiert werden. Um einen Zusammenhang zwischen
Gastroenteritiden und der Entwicklung der kaninen gastrointestinalen Lymphome
feststellen zu konnen, sind chronologisch aufeinanderfolgende Analysen der
Klonalitdt bei Hunden mit Gastroenteritiden unabdingbar. In zukiinftigen Studien

mittels PARR-Analyse kdnnte folgendes abgeklirt werden:

1. Hunde mit einer chronischen Gastroenteritis zeigen ein verringertes Repertoire

der Lymphozyten im GIT, ndmlich Oligoklonalitét.

2. Wenn diese Hunde ein gastrointestinales Lymphom entwickeln sollten,
stammen die monoklonalen neoplastischen Lymphozyten aus einer der

oligoklonalen Lymphozytpopulationen, die schon bei der Gastroenteritis
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vorhanden waren, ndmlich der linearen Entwicklung der neoplastischen Zellen.

Um diese Hypothesen zu bestitigen, muss iiberpriift werden, wie es schon in den
Studien zur chronologischen Klonalititsanalyse bei RCD und EATL erfolgreich
durchgefiihrt wurde, ob die Basensequenzen des monoklonalen Bandes eines
Lymphoms mit denen der oligoklonalen Binder einer Gastroenteritis komplett
iibereinstimmen (Ashton-Key et al., 1997, Carbonnel et al., 1998, Daum et al.,
2001).
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Die Diagnose des kaninen intestinalen Lymphoms erfolgt mit der
morphologischen Untersuchung wie Zytologie oder Histopathologie. Diese
morphologische Untersuchung kann jedoch wegen der mit neoplastischen
Lymphozyten oft vergesellschafteten lymphoplasmazelluliren Enteritis (LPE)
erschwert werden. Dies ist vor allem der Fall, wenn endoskopisch entnommene
Gewebeproben eingesetzt werden. Die Klonalitdtsanalyse vom Antigen-Rezeptor-
Gen-Rearrangement der Lymphozyten mittels Polymerasekettenreaktion (PARR)
gilt als sehr niitzlich bei lymphatischen Neoplasien, zur Diagnose, Bestimmung
des Tumorstadiums, Auswertung der minimalen Resterkrankung und Entdeckung
eines Lymphoms im Frithstadium. Einer vorldufigen Studie zufolge scheint jedoch
die Wertigkeit der PARR-Analyse, Gastroenteritiden und kanine gastrointestinale
Lymphome zu differenzieren, relativ limitiert zu sein. Die Griinde hierfiir liegen
im Vorhandensein der mit neoplastischen Lymphozyten vergesellschafteten LPE
und an der Verwendung der endoskopisch entnommenen kleinen Gewebeproben.
Diese zwei Faktoren konnen die Detektion eines monoklonalen Bandes durch ein
prominentes polyklonales Muster behindern. In der vorliegenden retrospektiven
Studie wurden deshalb Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete
Volldarmgewebeproben von 29 kaninen intestinalen Lymphomen mit
histopathologischen definitiven Diagnosen eingeschlossen, um représentative
DNA-Proben von den neoplastischen Lymphozyten analysieren zu konnen. Ferner
wurden 14 Fille mit Enteritiden und 15 gastrointestinal gesunde Kontroll-Falle
eingeschlossen. Damit konnten eine Sensitivitdt von 76 % und eine Spezifitit von
100 % ermittelt werden. Im Vergleich zur priméren Studie wurde trotz des
minimalen Einsatzes der Primer in der vorliegenden Studie die Sensitivitdt
verbessert. Dies unterstreicht die Wichtigkeit, zur PARR-Analyse fiir kanine
intestinale Lymphome eine reprdsentative Tumor-Probe aus Gewebeproben
einzuschlieBen. Auflerdem konnte mit Hilfe der Immunhistochemie und der
PARR-Analyse gezeigt werden, dass bei kaninen intestinalen Lymphomen eher
der T-Zell-Phénotyp als der B-Zell-Phdnotyp vorkommt (85 %; 95 %-
Konfidenzintervall (KI) 65-96 % beziehungsweise 15 %; KI 4-35 %). Die
histopathologischen und immunphénotypischen Eigenschaften des kaninen

intestinalen T-Zell-Lymphoms scheinen denen des humanen intestinalen T-Zell-
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Lymphoms &dhnlich zu sein, vor allem dem Enteropathie-assoziierten T-Zell-
Lymphom (EATL), das d&tiologisch mit der Gulten-sensitiven Enteropathie,
refraktarer Zoliakie (refractory Celiac disease, RCD) verbunden ist. Genauso wie
die etablierte Beziechung zwischen RCD und EATL wurde in letzter Zeit auch ein
potenzieller Zusammenhang zwischen chronischen Gastroenteritiden und der
Entwicklung der kaninen gastrointestinalen Lymphome impliziert. In zukiinftigen
Studien konnte die PARR-Analyse zur Auswertung der Diversitit der
Lymphozyten bei Hunden mit chronischen Gastroenteritiden beitragen. Ferner
konnte eine potenzielle lineare Entwicklung der kaninen gastrointestinalen
Lymphome aus chronischen Gastroenteritiden durch Detektion eines

gemeinsamen Zell-Klons abgeklért werden.
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VI. SUMMARY

The diagnosis of canine intestinal lymphoma by morphological examination is
still challenging because lymphoplasmacellular enteritis (LPE) is concomitantly
seen with neoplastic lymphocytes. This is the case especially when endoscopic
tissue specimens are used. Clonality assessment of antigen receptor gene
rearrangement by polymerase chain reaction (PARR) in canine lymphatic
neoplasia has been shown to be very useful for the diagnosis of canine lymphoma,
tumor stage assessment, evaluation of minimal residual disease and detection of
early tumor stages. The utility of PARR analysis to distinguish gastroenteritis and
gastrointestinal lymphoma in dogs has been, however, reported to be relatively
limited. The reported limited utility of PARR analysis in canine gastrointestinal
lymphoma can be due to the existence of concomitant LPE with neoplastic
lymphocytes and to the use of endoscopic small samples, which may obscure the
detection of a monoclonal band by polyclonal smear pattern on PARR analysis. In
order to gain representative DNA samples from lymphoma cells, we therefore
used formalin-fixed, paraffin-embedded full-thickness tissue specimens of 29
canine primary intestinal lymphoma cases with histopathological definitive
diagnoses in this retrospective study. To assess the specificity of PARR analysis,
14 enteritis and 15 healthy control cases were involved. A sensitivity of 76% and
a specificity of 100% was calculated. Compared to the initial report the sensitivity
was improved despite the usage of a minimal primer setting in our study, which
underlines the importance that representative DNA samples from lymphoma cells
should be involved for PARR analysis. Furthermore, we revealed a predominance
of T-cell phenotype compared to B-cell phenotype (85%; 95% confidence interval
(CI) 65-96% and 15%; CI 4-35%, respectively), determined by
immunohistochemistry and PARR analysis. The histopathological and
immunophenotypic features of canine intestinal lymphoma seem similar to human
intestinal T-cell lymphoma, especially enteropathy-associated T-cell lymphoma
(EATL), which is etiologically associated with gulten-sensitive enteropathy,
namely refractory Celiac disease (RCD). Like the relationship between RCD and
EATL, a possible relation between chronic gastroenteritis and development of
canine gastrointestinal lymphoma has recently been implicated. In future studies

PARR analysis may enable an assessment of lymphocyte diversity in dogs with
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chronic gastroenteritis and could also elucidate a possible linear development of
gastrointestinal lymphoma from chronic gastroenteritis by detecting a common

lymphocyte clone between them.
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* Abbildung 1: Schematische Darstellung der Immunglobulin-Struktur.

CDR: Komplementaritéts-determinierende Region, Cy: konstante Doméne der
schweren Ketten, Cr: konstante Doméne der leichten Ketten, Vy: variable

Domaéne der schweren Ketten, Vi: variable Doméne der leichten Ketten
* Abbildung 2: Schematische Darstellung der V-D-J-Rekombination.

V-Gene: variable Gene, D-Gene: diversity-Gene, J-Gene: joining-Gene, C-Gene:

constant-Gene. mRNA: messenger RNA (Ribonukleinsédure)
* Abbildung 3: Schematische Darstellung der PARR-Analyse.

Neoplastische monoklonale Lymphozyten werden auf der Gel-Elektrophorese als
ein Band (oder zwei Binder) dargestellt (Bahn links, Lym.). Reaktive polyklonale
Lymphozyten weisen hingegen ein Abstrich-Muster (Smear) auf (Bahn rechts,

Entz.).

* Abbildung 4: Schematische Darstellung der Heteroduplex-Analyse nach
Langerak et al., 1997.

Vor der Denaturierung und Rehybridisierung der PCR-Produkte sind die
Basensequenzen der junktionalen Region der PCR-Produkte komplementér
zugeordnet (oben links). Durch die Denaturierung und Rehybridisierung wird eine
Duplex-Formation induziert (unten links). Die junktionale Region von
Homoduplexen ist komplementér richtig zugeordnet (monoklonale Zellen),
wihrend die von Heteroduplexen komplementér nicht richtig zugeordnet ist
(monoklonale Zellen in polyklonalen Zellen sowie polyklonale Zellen). Bei
Heteroduplexen entsteht eine Konformationsverdnderung (Wo6lbung), durch die
auf der Gel-Elektrophorese Heteroduplexe langsamer als Homoduplexe migrieren
(rechts).
* Figure 1: Histopathology, immunohistochemistry and detection of antigen
receptor gene rearrangements. Jejunum, T-cell lymphoma.
(A) Diffuse infiltration with neoplastic round cells, Giemsa staining, bar: 25 pm.
Neoplastic cells were positive for CD3 (B), and negative for CD20 and CD79a (C
and D, respectively), counterstained with haematoxylin, bar: 50 pm. (E) Detection
of rearrangement for TCRG (left, PAGE) and IGH (right, agarose gel). PARR for

TCRG shows monoclonality in both the native and heteroduplex samples
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(indicated by an arrow), whereas for IGH no band is visible. Molecular weight
indicates 100 and 200 bp.

* Figure 2: Detection of TCRG rearrangements on PAGE in lymphoma (lanes:

1-3), enteritis (lanes: 4—6) and normal cases (lanes: 7-9).

Monoclonal bands are indicated by arrows in lymphoma cases. Lanes 1-3,
monoclonal; lanes 4-9, polyclonal; lane B, B-cell line, negative; lane T, T-cell

line, monoclonal; lane N, no template DNA; lane M, 100 bp ladder.

* Figure 3: Heteroduplex analysis of TCRG PCR products on PAGE in three
lymphoma cases.

Three lanes on the left represent native PCR products and on the right denatured

and reannealed PCR products (heteroduplex). Monoclonal bands are indicated by

arrows. Note that after heteroduplex formation, monoclonal bands are still

apparent. Molecular weight indicates 100 and 200 bp.
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IX. TABELLENVERZEICHNIS

* Tabelle 1: Histopathologische Charakteristika der kaninen gastrointestinalen

Lymphome nach Coyle und Steinberg, 2004.

* Table 1: Antibodies used for immunophenotyping of canine intestinal

lymphomas (avidin-biotin complex method).

* Table 2: Primers used to amplify rearranged T-cell receptor gamma (TCRG)
and immunoglobulin heavy chain gene (IGH) and to verify DNA integrity for

immunoglobulin heavy constant mu gene (Cmu).

* Appendix: Canine intestinal lymphomas: summary of patient characteristics,
anatomical location, molecular clonality, phenotyping on PARR and IHC, and

conclusive phenotype, if applicable.
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