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Perlen fiir die Diagnostik

Wie kann man die Diagnostik und die Ver-
laufskontrolle beim malignen Lymphom, ei-
nem bdsartigen Lymphdriisenkrebs, verbes-
sern? Um diese Frage zu beantworten,
erproben die Wissenschaftler Ingo Nolte,
Hugo Murua Escobar und Nina Eberle von
der Klinik fiir Kleintiere der Stiftung Tier-
drztliche Hochschule eine neue Diagnostik-
methode, die mithilfe mikroskopisch kleiner
Perlen spezielle Botenstoffe der Zellen auf-
spiirt und dabei besonders effizient arbei-
tet.

Das maligne Lymphom ist der hdufigste
Blutkrebs bei Hunden. Durchschnittlich 114
Tiere von 100.000 erkranken daran. Es ist
eng verwandt mit dem Non-Hodgkin-Lym-
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Graphik mit freundlicher Genehmigung von Luminex.
Die Miniperlen in 500 verschiedenen Rottdnen.
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phom (NHL) des Menschen. Daher kann die
Erforschung des malignen Lymphoms beim
Hund eventuell auch wichtige Erkenntnisse
fiir Diagnostik und Therapie des NHL beim
Menschen erbringen.

Die gute Nachricht fiir alle Hundefreunde
ist, dass das maligne Lymphom des Hundes
gut auf eine Chemotherapie anspricht. Ent-
scheidend fiir den Therapieerfolg sind je-
doch eine frithzeitige Erkennung und Be-
handlung sowie die Verlaufskontrolle der
Behandlung. Bei letzterer wird in regelma-
Rigen Abstdnden iiberpriift, ob und wie die
therapeutischen MaRnahmen bei dem Pa-
tienten wirken, um bei mangelhafter Wirk-
samkeit oder schweren Nebenwirkungen die
Behandlung zu verandern.

Marker als Kennzeichen

Um die Diagnose und Verlaufskontrolle beim
malignen Lymphom zu verbessern, erforscht
die Arbeitsgruppe der TiHo Hannover, ob
bei dieser Erkrankung besondere Marker
oder Markermuster im Blut der Patienten
festzustellen sind. Als Marker werden bio-
chemische Stoffe bezeichnet, die typischer-
weise bei einer bestimmten Krankheit ver-
mehrt im Korper auftreten. Im Idealfall
konnen Marker der Friihdiagnostik dienen
oder Aufschluss iiber die Schwere der Er-
krankung, den Therapieerfolg und die Aus-
sichten des Patienten geben. In einigen
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Tabelle: Abkiirzungen
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High mobility group protein 1 erhoht bei malignem Lymphom. Kdrpereigener
»Alarmstoff”, wird beim Zelltod und schweren Erkrankungen freigesetzt.

Interleukin 1R ist ein hochwirksamer Botenstoff bei Entziindungen, l6st beispiels-

weise Fieber aus.

Non-Hodgkin-Lymphom, bdsartige Krebserkrankung beim Menschen.

Soluble Receptor of Advanced Glycation End-Products. Erhéht bei malignem Lym-
phom. Urspriinglich eine Andockstelle (Rezeptor) auf der Zellmembran fiir bestimmte
Stoffe, die aus Verbindungen von Zuckern mit EiweilRen entstehen.

Fallen konnen Marker auch bei der Wahl
eines fiir den individuellen Fall besonders
gut geeigneten Medikaments helfen.

Als mogliche Marker des malignen Lym-
phoms haben die Hannoveraner Wissen-
schaftler bestimmte Zytokine, Botenstoffe
der Zellen, ins Visier genommen. Dabei in-
teressieren sie sich vor allem fiir Stoffe,

die vermehrt bei Lymphom-Erkrankungen
zu finden sind, wie die Arbeitsgruppe in
vorangegangenen Studien festgestellt
hatte. Daneben werden auch Botenstoffe
tiberpriift, die bei Entziindungen wichtige
Funktionen haben. Diese Stoffe sind ins
Blickfeld der Forscher geraten, weil das ma-
ligne Lymphom wie sein Pendant NHL beim
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Graphik mit freundlicher Genehmigung von Luminex.
Der gesuchte Stoff (violette , Eier”) hat sich an die
Antikérper auf der Oberfliche des Beads angelagert.

An die frei schwimmenden Detektionsantikérper ist
ein besonderer Farbstoff, der Reporterfarbstoff (grii-
nes Kiigelchen), gekoppelt.
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Graphik mit freundlicher Genehmigung von Luminex.
Die Zielstoffe sind fest an die Miniperle gebunden und
iiber die Detektionsantikérper mit dem Reporterfarb-
stoff markiert.
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Graphik mit freundlicher Genehmigung von Luminex.
Der rote Laserstrahl identifiziert die Art des Beads,
der griine Laser bringt - wenn vorhanden- den Repor-

terfarbstoff zum Fluoreszieren und registriert so, ob
die Miniperle mit dem Zielstoff beladen ist.

Menschen vom Abwehrsystem ausgeht und
moglicherweise das Ergebnis einer auRer
Kontrolle geratenen Abwehrreaktion ist.

Praparierte Perlen

Zum Aufspiiren der Zytokine verwenden die
Forscher eine neue Technologie namens Lu-
minex xMAP Technologie. Bei dieser Technik
werden winzige in unterschiedlichen Rot-
ténen gefarbte Perlen (Fachbegriff ,Beads”
von englisch ,Perle”) eingesetzt. Diese Kii-
gelchen sind nur 5,6 Mikrometer grof3 und
daher fiir das bloRe Auge nicht sichtbar.
Sie werden so prdpariert, dass die Beads
derselben Farbung nur jeweils einen der
gesuchten Stoffe (Zielstoff/target) an sich
binden kdnnen.

Nachdem sich die Beads in der Probe mit
ihrem jeweiligen Zielstoff, in diesem Fall
einem der gesuchten Botenstoffe, verbun-
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den haben, werden der Mischung soge-
nannte Detektionsantikdrper, die an einen
Reporterfarbstoff gekoppelt sind, zugege-
ben. Miniperle, Zielstoff und die Detekti-
onsantikdrper mit dem Reporterfarbstoff
bilden dann einen festen Komplex.

Diese Komplexe werden durch zwei Laser
mit je einer bestimmten Lichtfarbe (Wel-
lenldnge) geschickt. Ein roter Laser bringt
den speziellen roten Farbton eines Kiigel-
chens zum Fluoreszieren und identifiziert
auf diese Weise das jeweilige Bead. Der
zweite Laser ldsst den Reporterfarbstoff
aufleuchten, so dass das angeschlossene
Lesegerdt™ sofort erkennt, ob an der Perle
der Zielstoff gebunden ist. Schlielich er-
rechnet ein Computer, welche Zielstoffe in
welcher Menge in der Probe vorhanden wa-
ren. Es entsteht also ein genaues Bild iiber
den Gehalt der Probe an allen gesuchten
Stoffen.

Schneller und effizienter

Die neue Luminex xMAP Technologie hat
gegeniiber traditionellen Methoden der
Analyse entscheidende Vorteile. Mithilfe
der mittlerweile 500 unterschiedlichen Far-
bungen der Beads kann eine Vielzahl von
Analysen gleichzeitig mit derselben Probe
durchgefiihrt werden. Das spart viel kost-
bare Zeit. Dariiber hinaus ist die bendtigte
Probenmenge dabei wesentlicher kleiner als
bei herkommlichen Methoden - nur noch
wenige Tropfen statt vieler Milliliter Blut
miissen dem Patienten entnommen werden.
SchlieRlich kdnnen so nicht nur Einzelstoffe
sicher aufgespiirt, sondern auch ein typi-
sches Stoffmuster fiir die entsprechende
Krankheit auf einen Blick erkannt werden.
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Das Team der TiHo kann fiir einen Grofteil
der gesuchten Zytokine auf ein Perlenset
zuriickgreifen, das als Milliplex MAP Canine
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel’
bereits kommerziell erhaltlich ist. Fiir den
Nachweis von drei weiteren Zytokinen
(HMGB1, sRAGE und IL-1R), deren Werte
beim malignen Lymphom erhoht sind, wie
die Forscher in vorangegangenen Studien
selbst festgestellt haben, miissen sie das
neue System erst noch erproben und jus-
tieren.

Im Rahmen der Studie werden die Wissen-
schaftler Proben von etwa 150 Hunden mit
malignem Lymphom untersuchen und mit
Proben von 30 gesunden Hunden verglei-
chen. 270 Proben von 90 Patienten stam-
men aus einer Gewebebank mit tiefgefro-
renem Material, das die Forscher selbst in
den vergangenen 10 Jahren gesammelt ha-
ben. Dariiber hinaus erwartet das Team
wahrend der Laufzeit der Studie die Proben
von etwa 60 Hunden mit malignem Lym-
phom aus dem laufenden Klinikbetrieb. Ins-
gesamt werden drei Proben von jedem Pa-
tienten untersucht.

Die erste Probe wird vor dem Beginn der
Chemotherapie entnommen, die zweite in
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der Mitte der Behandlung und die dritte
nach Abschluss der Therapie - so kdnnen
die Forscher feststellen, wie sich die Werte
der Zytokine im Verlauf der Therapie ver-
andern und welche sich als Marker fiir die
Diagnose, Therapiekontrolle und Prognose
von Patienten mit malignem Lymphom eig-
nen.

(Barbara Welsch)

Titel des Forschungsvorhabens
Charakterisierung des Zytokinexpressi-
onsmusters bei Hunden mit malignem
Lymphom und Einfluss auf das Anspre-
chen bei Zytostatikatherapie.
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