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Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Katzen haben sieben Leben, so sagt der Volksmund. Erkrankt eine Katze aber an
einem  felinen  injektionsassoziierten = Sarkom  (FISS), wird ihre
Uberlebensfihigkeit auf eine harte Probe gestellt. Das FISS ist der hiufigste
Hauttumor der Katze. Auf Grund seines infiltrativen Wachstums und des lokal
aggressiven Verhaltens ist es nur schwer zu therapieren. Nach Tumorexstirpation

wurden Rezidivraten von bis zu 89 % beobachtet.

Klinisch steht der Tierarzt vor groBen Herausforderungen bei der Therapie des
FISS. Auch nach adjuvanter Radio- oder Chemotherapie ist die Prognose aktuell
nicht befriedigend. Dariiber hinaus sind die Nebenwirkungen und die damit
einhergehenden Beeintrachtigungen der Lebensqualitit in einigen Féllen nicht

akzeptabel.

In tiber zehn Jahren Forschung zum Thema ,Jmmunologische Gentherapie beim
FISS* hat sich in der Abteilung Onkologie der Medizinischen Kleintierklinik
(MTK) der Ludwig-Maximilians-Universitidt (LMU) Miinchen in Kooperation mit
dem Institut fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung (IEOT) der
Technischen Universitidt (TU) Miinchen eine Spezialistengruppe formiert. Diese
hat sich der Aufgabe gewidmet, mit innovativen Technologien eine effektive und

praktikable Zusatztherapie fiir das FISS zu entwickeln.

Im Anschluss an Vorgangerstudien zur Dosisfindung und Vertraglichkeit einer
neoadjuvanten, immunologischen Gentherapie mit Zytokingenen fiir felines (fe)
Interleukin-2 (felL-2), felines Interferon-y (felFN-y) und felinen Granulozyten-
Makrophagen-koloniestimulierenden Faktor (feGM-CSF) mittels Magnetofektion
wurde diese prospektive, blockrandomisierte, kontrollierte und doppelt geblindete
Phase-III-Studie durchgefiihrt. Katzen der Therapiegruppe erhielten die
immunologische  Gentherapie zusdtzlich zur aggressiven chirurgischen
Tumorentfernung. Eine  Kontrollgruppe wurde mit der derzeitigen
Standardtherapie, der alleinigen aggressiven Chirurgie, behandelt und zum
Vergleich herangezogen. Ziel der Studie war der Nachweis der Effektivitit der
immunologischen Gentherapie durch Absenkung der Rezidivrate in der
Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dariiber hinaus sollte die

Vertraglichkeit und Sicherheit belegt werden.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Der feline Sarkomkomplex

Sarkome sind maligne Tumoren, ausgehend von mesenchymalen Geweben im
Organismus. Die verschiedenen Formen des felinen Sarkomkomplexes konnen
nach pathogenetischen Gesichtspunkten folgendermaBlen eingeteilt werden

(HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001) :
1. Das idiopathische Sarkom
2. Das feline Sarkomvirus-induzierte Sarkom
3. Das intraokulédre posttraumatische Sarkom

4. Das feline injektionsassoziierte Sarkom

1.1. Das idiopathische Sarkom

Fiir idiopathische Sarkome kann weder ein auslosendes Agens noch deren Anteil
an der Gesamtheit aller Sarkome bei Katzen exakt bestimmt werden.
Pathogenetisch kommen genetische und epigenetische Verédnderungen in Betracht.
Im Hinblick auf das biologische Verhalten und die Therapie verhalten sich
idiopathische Sarkome &hnlich dem FISS (HIRSCHBERGER & KESSLER,
2001).

1.2. Das feline Sarkomvirus-induzierte Sarkom

Das feline Sarkomvirus (FeSV) entsteht durch Rekombination des felinen
Leukémievirus (FeLV) mit wirtszelleigenen Onkogenen. Diese Rekombination ist
individuell fiir jeden Patienten. Das FeSV alleine ist replikationsinkompetent,
weshalb es fiir seine Replikation das FeLV als Helfervirus benotigt. Aus diesem
Grund sind Patienten mit FeSV-induzierten Sarkomen serologisch stets positiv fiir
FeLV (KAADEN, 2002). Der Anteil FeSV-induzierter Sarkome unter allen
Sarkomen ist mit 2 % sehr gering. Der Verlauf einer FeSV-induzierten
Sarkomerkrankung ist aggressiv. Betroffene Tiere entwickeln bei schlechtem
Allgemeinbefinden multiple, schnell wachsende Tumoren. Diese Sarkome, meist
Fibrosarkome, verhalten sich hochmaligne und treten sowohl in der Haut als auch
in inneren Organen auf. Die Prognose gilt als infaust, weshalb von einer Therapie

abzusehen ist (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001).
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1.3. Das intraokulire posttraumatische Sarkom

Im Jahr 1984 diagnostizierte DUBIELZIG erstmals bei drei Katzen intraokulére
Sarkome nach traumatischer Einwirkung auf den Bulbus (DUBIELZIG, 1984). Im
Jahr 1990 konnten DUBIELZIG und Mitarbeiter weitere zehn Fille von
posttraumatischen, intraokuldren Sarkomen bei Katzen beschreiben. Ursprung der
Sarkogenese ist intraokuldres Narbengewebe, das sich nach einer traumatischen
Einwirkung im Bulbus bildet. Zusétzlich wird nach einer Linsenkapselruptur stark
immunogenes Linsenmaterial freigesetzt, das durch eine chronische Entziindung
zur malignen Transformation des mesenchymalen Bindegewebes fithren konnte
(DUBIELZIG et al., 1990). Gestiitzt wird diese These von einem Fallbericht, in
dem eine Katze fiinf Jahre nach Enukleation des linken Auges eine orbitale,
konjunktivale Inklusionszyste und ein mit der Zyste assoziiertes, extraskeletales
Osteosarkom zeigte. Die Inklusionszyste fithrte zu einer chronischen Irritation
innerhalb der Augenhdhle. Das extraskeletale Osteosarkom zeigte histologische

Ahnlichkeit mit einem FISS (GROSKOPF et al., 2010).

Durch Infiltration des Nervus opticus, des Chiasma opticum und des Gehirns
kommt es bei betroffenen Tieren zunichst zu einseitiger und spiter beidseitiger
peripherer Blindheit und neurologischen Ausfallserscheinungen. Die einzige
therapeutische Option ist die Enukleation und die Entfernung aller dariiber hinaus

betroffenen Strukturen (DUBIELZIG et al., 1990).

1.4. Das feline injektionsassoziierte Sarkom
In den folgenden Abschnitten soll genauer auf das FISS als Gegenstand der
vorliegenden Studie eingegangen werden. Besonderes Augenmerk wird auf die

Pathogenese gelegt.

14.1. Geschichte, Atiologie und Pathogenese

Ende der 1980er Jahre verzeichnete das Institut fiir Tierpathologie der University
of Pennsylvania einen deutlichen Anstieg von Impfreaktionen bei Katzen. Nach
Tollwutimpfungen diagnostizierten die Pathologen HENDRICK und DUNAGAN
bei Katzen nekrotisierende, granulomatdse Pannikulitiden. Ein Zusammenhang
mit der neu eingefiihrten gesetzlichen Impfpflicht und vermehrten, subkutanen
Impfungen gegen Tollwut in Pennsylvania in Folge eines seuchenhaften
Ausbruchs der Tollwut unter Waschbdren wurde bereits zu diesem Zeitpunkt

vermutet. Die subkutane Administration von Tollwutimpfstoffen war neu und vor
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dem Jahr 1987 nicht verbreitet (HENDRICK & DUNAGAN, 1991). Auch wurde
zu diesem Zeitpunkt die inaktivierte FeLV-Vakzine in den USA auf den Markt
gebracht (HENDRICK et al., 1994). Zuvor waren nur einzelne Impfreaktionen bei
Hunden in der Veterindrmedizin beschrieben worden (WILCOCK & YAGER,
1986). Ab 1990 beobachteten HENDRICK und GOLDSCHMIDT ein gehéuftes
Auftreten von Fibrosarkomen an beliebten Impflokalisationen. Dies legte einen
Zusammenhang zwischen subkutanen Vakzinierungen, granulomatdsen
Pannikulitiden und der Entstehung von FISS nahe (HENDRICK &
GOLDSCHMIDT, 1991). In einer Folgestudie wurden 76 % aller 239
untersuchten Sarkome bei Katzen an typischen Impflokalisationen gefunden

(HENDRICK et al., 1994).

Bereits bei der initialen Untersuchung von FISS fielen Makrophagen auf, die
graubraunes Material phagozytiert hatten (HENDRICK & GOLDSCHMIDT,
1991). Dieses Material wurde wenig spiter als Aluminium identifiziert, ein
gingiges Adjuvans in Impfstoffen (HENDRICK et al., 1992; HENDRICK &
BROOKS, 1994). MADEWELL und Mitarbeiter verifizierten diese Ergebnisse
2001 mittels Rontgenspektroskopie. Bei der Untersuchung von 20 FISS wurde in
fiinf Fallen kristallines, aluminiumhaltiges Material in tumorassoziierten
Makrophagen gefunden (MADEWELL et al., 2001). Diese Untersuchungen
verstirkten den Verdacht auf einen Zusammenhang zwischen Impfungen,

Impfreaktionen und der Sarkogenese weiter.

Historisch wurde zunéchst ein enger Zusammenhang zwischen der inaktivierten
Tollwutvakzine und der Entstehung von FISS angenommen und spéter belegt
(HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991; HENDRICK et al., 1992; DUBIELZIG
et al., 1993; KASS et al., 1993). KASS und Mitarbeiter zeigten dariiber hinaus
eine kausale Beziehung zwischen der Impfung mit dem ebenfalls
adjuvanshaltigen FeLV-Impfstoff und der Entstehung von FISS (KASS et al.,
1993). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Katzen mit FISS statistisch
signifikant haufiger FeLV-Impfstoffe subkutan injiziert bekommen hatten. Die
Autoren beschrieben dariiber hinaus auch Tumoren, die an Korperstellen
auftraten, an denen Katzen eine Impfung gegen das Rhinotracheitis- und das
Calicivirus sowie Panleukopenie (RCP) erhalten hatten (HENDRICK et al.,
1994). Weitere Hinweise, dass auch der RCP-Impfstoff kausal fiir die Entstehung

von FISS sein konnte, lieferten in den folgenden Jahren mehrere Studien
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(LESTER et al., 1996; BURTON & MASON, 1997; COYNE et al., 1997). Ein
Fallbericht beschrieb die Entstehung eines bilateralen FISS nach
RCP-Immunisierung an der linken Thoraxwand und deren Boosterung an der
rechten Thoraxwand (DE MAN & DUCATELLE, 2007). DAY und Mitarbeiter
konnten 2007 jedoch kaum Entziindungsreaktionen nach Applikation von

adjuvansfreien Vakzinen feststellen (DAY et al., 2007).

Als Konsequenz aus dem statistisch erwiesenen Zusammenhang zwischen der
Administration von Vakzinen und der Tumorentstehung wurden 1999 alle
adjuvanshaltigen Katzenimpfstoffe von der World Health Organisation als
potentiell kanzerogen eingestuft (MCNIEL, 2001). In einer epidemiologischen
Studie zeigte sich, dass das generelle Risiko, nach einmaliger Impfung in den
Interskapuldrraum ein FISS zu entwickeln, im Vergleich zu einem ungeimpften
Tier um 50 % anstieg. Bei einer weiteren Impfung stieg das Risiko auf 127 %,
und nach drei oder vier Impfungen lag das Risiko der Tumorentstehung bei

anndhernd 175 % (KASS et al., 1993).

Spéter wurden weitere auslosende Agenzien identifiziert. ESPLIN und Kollegen
beschrieben 1999 ein FISS nach subkutaner Injektion des langwirksamen
Antiparasitikums Lufenuron (ESPLIN et al., 1999). Dariiber hinaus wurde die
Applikation von anderen langwirksamen Medikamenten wie Penicillin und
Methylprednisolonacetat in einer Studie mit der Entstehung von FISS in
Verbindung gebracht (GAGNON, 2000; KASS et al., 2003). Zusétzlich wurden
FISS an der Stelle einer Naht mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial und nach
Applikation von lokalen Ektoparasitika, so genannten spot on-Prédparaten,
beschrieben (BURACCO et al., 2002; DYER et al., 2007). Ein aktueller Fall
berichtete von der Entstehung eines FISS nach intraabdominaler Retention eines
chirurgischen Schwammes (HADDAD et al., 2010). DALY und Kollegen
beobachteten 2008 ein Fibrosarkom in direkter Nachbarschaft zu einem subkutan
gelegenen Mikrochip zu Identifikationszwecken (DALY et al., 2008). Ein
Zusammenhang zwischen der FISS-Entstehung und solchen Mikrochips konnte
bestehen, da Félle bei Hunden publiziert wurden, in denen Sarkome mit den
histologischen Charakteristika eines FISS an den Implantationstellen auftraten

(VASCELLARI et al., 2006).
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Vermutlich fungiert das auslosende Agens in allen Féllen als chronisches Irritans,
das zu einer ibermdfBigen, chronischen Entziindung und Immunstimulation fiihrt.
Dies resultiert in unkontrollierter Proliferation von mesenchymalen Zellen wie
Fibroblasten und Myofibroblasten, die bei pradisponierten Katzen in einer
malignen Transformation endet (HENDRICK, 1999; MCENTEE & PAGE,
2001).  Myofibroblasten  differenzieren sich  physiologischerweise in
Granulationsgewebe wihrend der Wundheilung (GABBIANI et al., 1972). Da
solche Myofibroblasten in FISS nachgewiesen wurden (DUBIELZIG et al., 1993;
MADEWELL et al., 2001) unterstreicht ihr Vorhandensein den vermuteten
Zusammenhang zwischen traumatischem Insult und der Tumorentstehung
(MARTANO et al.,, 2011). Auch wurden in FISS Ubergangszonen zwischen
chronisch  granulierender  Entziindung und Tumorgewebe beobachtet
(HENDRICK et al., 1992). SORENSEN und Mitarbeiter untersuchten 2004 die
Rolle von speziellen Endopeptidasen, so genannten Matrix-Metalloproteinasen
(MMP). MMP werden von Fibroblasten und Entziindungszellen im Verlauf eines
Regenerationsprozesses bereitgestellt. In neoplastischen Geschehen wurden MMP
mit Invasionsfdhigkeit und Metastasierung in Zusammenhang gebracht und
korrelierten mit aggressivem biologischem Verhalten. Eine signifikante negative
Korrelation von Gesamtiiberlebenszeit und der gleichzeitigen Expression von
MMP-2 und membrane-type-MMP16 konnte in FISS dokumentiert werden
(SORENSEN et al., 2004). Der Zusammenhang zwischen Irritation, Entziindung
und Kanzerogenese wurde auch in Tiermodellen belegt (DOLBERG et al., 1985;
SCHUH et al., 1990; MARTINS-GREEN et al., 1994; MACY & HENDRICK,
1996).

Ob das Adjuvans Aluminium nur den Ort einer vorherigen Vakzinierung markiert
oder eine Rolle im Entziindungsprozess oder der Sarkogenese spielt, konnte nicht
geklart werden (HENDRICK et al., 1992; MACY & HENDRICK, 1996; MACY,
1997, MADEWELL et al., 2001; MCENTEE & PAGE, 2001). Es wurde auch
diskutiert, ob die Immunstimulation durch das jeweilige Impfantigen die
Entziindung  verursachen koénnte (MACY &  HENDRICK, 1996).
Wachstumsfaktoren und Onkogene spielen nachweislich eine Rolle bei der
malignen Transformation und der Sarkogenese des FISS. DAMBACH und
Kollegen sowie HENDRICK wiesen nach, dass in FISS der platelet derived
growth factor (PDGF) und dessen Rezeptor (PDGFR), der epidermal growth
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factor (EGF) und dessen Rezeptor (EGFR) und der transforming growth factor-f3
(TGF-B) und dessen Rezeptor (TGF-BR) stirker exprimiert werden als in
idiopathischen Sarkomen. PDGF wurde dariiber hinaus von Lymphozyten und
Makrophagen in FISS exprimiert. Neoplastische Zellen, die den PDGF-positiven
Lymphozyten am ndchsten lokalisiert waren, exprimierten PDGF mit der grofiten
Intensitdt. Den Ergebnissen dieser Studie zu Folge liegt in FISS eine autokrine
Stimulation durch Wachstumsfaktoren vor (DAMBACH et al., 1996;
HENDRICK, 1999). Zusitzlich wiesen die Autoren eine Uberexpression von
c-jun nach. Dieses Protoonkogen kodiert fiir den nukledren Transkriptionsfaktor
AP-1 (DAMBACH et al.,, 1996; HENDRICK, 1998, 1999). C-jun und AP-1
werden mit neoplastischer Transformation in vivo und in vitro in Zusammenhang
gebracht (SZABO et al.,, 1996). Weitere Wachstumsfaktoren, die in FISS
detektiert wurden, sind der basic fibroblast growth factor (FGF-b) und der
transforming growth factor-o. (TGF-a). FGF-b wurde in 80 % der untersuchten
FISS nachgewiesen (NIETO et al, 2003) und wird, stimuliert durch
proinflammatorische Zytokine, vermehrt ausgeschiittet. Dies kann zu
Tumorprogression fiihren (SCHUH et al., 1990; SAMANIEGO et al., 1998;
NIETO et al., 2003). Zusétzlich hemmt FGF-b iiber einen langeren Zeitraum die
Ausdifferenzierung von Myofibroblasten (LINKHART et al., 1981). Auch
mehrkernige Riesenzellen zeigten deutliche Expression von FGF-b (NIETO et al.,
2003). Dies unterstreicht den malignen Phénotyp dieser Zellpopulation in FISS
(COUTO et al., 2002). TGF-oo wurde in 86 % der untersuchten FISS
nachgewiesen (NIETO et al., 2003) und ist ein potenter Stimulator von
Epithelzellen und Fibroblasten (DERYNCK, 1986; LEE et al., 1995). Fiir TGF-a
wurde in verschiedenen Tumoren eine autokrine Stimulation nachgewiesen
(ROSENTHAL et al., 1986; GERHARZ et al., 2000). Dieser Wachstumsfaktor
konnte ebenfalls zur neoplastischen Transformation von mesenchymalen Zellen
beitragen (NIETO et al.,, 2003). Auch das Protoonkogen c-kit und sein
Proteinprodukt KIT, ein membranassoziierter Tyrosinkinaserezeptor fiir den
Wachstumsfaktor stem cell factor, konnten in FISS nachgewiesen werden. Eine
Beeinflussung der malignen Transformation und der Tumorprogression durch KIT

konnte aber nicht erkannt werden (SMITH et al., 2009).

Mutationen im p53-Gen, dem so genannten ,,Wéchter des Genoms®, stehen im

Zusammenhang mit Kanzerogenese und aggressivem biologischen Verhalten von
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Tumoren (LEVINE, 1997; HANAHAN & WEINBERG, 2000). Auch das FISS
wurde auf das Vorliegen von p53-Mutationen untersucht (MAYR et al., 1995;
MAYR et al., 1998; GOAD et al., 1999; MAYR et al., 2000; NAMBIAR et al.,
2000; NAMBIAR et al., 2001; NIETO et al.,, 2003; HERSHEY et al., 2005;
BANERJI & KANIJILAL, 2006; BANERIJI et al., 2007). FISS-Zellen wiesen
Mutationen des p53 auf, wahrend physiologisches Gewebe der selben Katzen
keine Mutation zeigte (NAMBIAR et al, 2000). Aussagen {ber den
prognostischen Wert des Nachweises von p53-Mutationen wurden von
HERSHEY und Kollegen getroffen. Zytoplasmatisches Vorliegen von p53 wurde
mittels monoklonaler Antikdrper bei 44 % der untersuchten FISS gefunden und
war statistisch signifikant mit einer kiirzeren medianen rezidivfreien Zeit
verbunden (HERSHEY et al., 2005). BANERJI und KANJILAL zeigten, dass der
Verlust von Heterozygositit in single nucleotide polymorphisms (SNPs) des p53
in somatischen Zellen signifikant mit kiirzerer rezidivfreier Zeit und verminderter
Gesamtiiberlebenszeit korreliert war (BANERJI & KANIJILAL, 2006). In
Keimbahnzellen von Katzen wurden SNPs in p53 gefunden, die signifikant mit
dem Auftreten eines FISS assoziiert waren. Dies legt eine familidre Pradisposition

nahe (BANERIJI et al., 2007).

Verdnderungen an verschiedenen Lokalisationen im Chromosomensatz und an
einzelnen Chromosomen von FISS-Zellen wurden beschrieben, darunter
Hyperploidien, Deletionen und Insertionen (KALAT et al., 1991; MAYR et al.,
1991; MAYR et al., 1994; MAYR et al., 1996; THOMAS et al., 2009). Viren wie
das FeLV, das feline Immundefizienzvirus (FIV), das feline Foamyvirus, das
feline Polyomavirus, das feline Papillomavirus oder feline Oncornaviren konnten
als auslosende Agenzien ausgeschlossen werden (ELLIS et al., 1996; KIDNEY et
al., 2000, 2001a; KIDNEY et al., 2001c; KIDNEY et al., 2001b; KIDNEY et al.,
2002).

1.4.2. Inzidenz

Das Verhiltnis von FISS zu Sarkomen anderer Atiologie stieg nach ihrer
Entdeckung nahezu sprunghaft an. DODDY und Mitarbeiter beschrieben einen
Anstieg von 0,5 im Jahr 1989 auf 4,3 im Jahr 1994 (DODDY et al., 1996). In
einer epidemiologischen Studie von 1993 wurde die Gesamtinzidenz mit etwa
zwei FISS pro 10 000 Katzen in den USA im Jahr 1991 angegeben. Dariiber

hinaus wurde eine Inzidenz von etwa einem FISS pro 10 000 FeLV- oder
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Tollwutimpfungen errechnet (KASS et al., 1993). Uberpriift wurden diese
Angaben 1997 in einer epidemiologischen Umfrage mit Fragebdgen unter allen
Mitgliedern der American Association of Feline Practitioners. Die Studie ergab,
ungeachtet einiger Limitationen bei der Durchfithrung, eine Privalenz von
3,6 FISS pro 10 000 Katzen im Jahr 1992 (COYNE et al., 1997). In einer
internetbasierten Inzidenzstudie zeigten GOBAR und KASS 2002 in den USA
und Kanada eine deutlich niedrigere Inzidenz von 0,63 Fillen von FISS pro
10 000 geimpften Katzen (GOBAR & KASS, 2002). Epidemiologische Studien

fiir Europa oder Deutschland existieren bislang nicht.

1.4.3.  Klinisches Bild

Die ersten Dbeschriebenen Lokalisationen von FISS waren typische
Impflokalisationen wie der Interskapuldrbereich, die laterale bis dorsolaterale
Thoraxwand, die Lumbarregion und die Musculi semitendinosi und membranosi
(HENDRICK et al., 1994; DODDY et al., 1996). SHAW und Mitarbeiter zeigten
Verdnderungen der Tumorlokalisationen in den Jahren nach Veroffentlichung der
Impfrichtlinien der Vaccine Associated Feline Sarcoma Task Force (VAFSTF) in
den USA auf. Interskapuldre Tumoren waren weiterhin héufig, eine Steigerung
der Anzahl von Tumoren wurde an der rechten Vordergliedmale, an der lateralen
Bauchwand und der entsprechenden Hintergliedmalle verzeichnet (SHAW et al.,
2009). Katzen mit FISS zeigen sich mit median acht Jahren statistisch signifikant
jinger als Patienten mit idiopathischen Sarkomen. FEine Rasse- oder
Geschlechtspréadisposition konnte nicht ermittelt werden. FISS sind im Vergleich
zu idiopathischen Sarkomen statistisch signifikant grofler und neigen zu Nekrose
und Rezidivierung (HENDRICK et al., 1994; DODDY et al.,, 1996). Die
Zeitspanne zwischen Impfung und Tumorentstehung variiert stark und liegt
zwischen vier Wochen und zehn Jahren (BURTON & MASON, 1997;
MCENTEE & PAGE, 2001; SEGUIN, 2002). FISS sind grau-weile, derbe
Umfangsvermehrungen in der Unterhaut oder der Oberschenkelmuskulatur, die
gut abgegrenzt und abgekapselt erscheinen, histologisch aber strangartig entlang
der Faszienschichten des Rumpfes infiltrieren und auch kndcherne Strukturen
befallen konnen (HENDRICK & BROOKS, 1994; DODDY et al., 1996;
HENDRICK, 1999; HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001). Abbildung 1 zeigt
eine Katze mit FISS an der linken Thoraxwand, Abbildung 2 ein FISS nach
Exstirpation.
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Abbildung 1: Eine Katze mit felinem injektionsassoziierten Sarkom an der
linken Thoraxwand.

Abbildung 2: Ein felines injektionsassoziiertes Sarkom nach Exstirpation.
Deutlich erkennbar ist die zentrale Nekrose.
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1.4.4. Histologisches Bild

FISS weisen charakteristische histologische Merkmale auf. Den Hauptanteil
bilden Fibrosarkome, gefolgt von malignen fibrésen Histiozytomen,
Osteosarkomen, Rhabdomyosarkomen, Chondrosarkomen, myofibroblastischen
Sarkomen und Liposarkomen (DUBIELZIG et al., 1993; ESPLIN et al., 1993;
HENDRICK & BROOKS, 1994; DODDY et al., 1996; HENDRICK, 1999). Es
werden pleomorphe Spindelzellen mit milden bis deutlichen Atypien und
mehrkernige Riesenzellen beschrieben. Immunhistologisch kann Vimentin
nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigen einige FISS Reaktivitit auf
alpha-smooth-muscle actin. In Kombination mit dem Nachweis von Vimentin
spricht dies fiir das Vorliegen von Myofibroblasten (HENDRICK & BROOKS,
1994). Myofibroblasten kénnen eine Pseudokapsel bilden (COUTO et al., 2002).
Weitere histologische Charakteristika sind Aluminiumpartikel in Makrophagen,
subkutane Lokalisation, Nekrose, lymphozytire oder makrophagozytire
Entziindung, Granulationsgewebe, lokale Infiltration, vaskuldre Invasivitit,
Haufung von Mitosen sowie eine geringe Organisationsstruktur der Spindelzellen
und der extrazelluliren Matrix (DODDY et al., 1996). HENDRICK beschrieb
perivaskuldre Lymphozyten- und Makrophagenaggregate (HENDRICK, 1999).
Diese Lymphozytenaggregate werden liberwiegend von T-Lymphozyten gebildet,
die, eventuell durch die myofibroblastische Pseudokapsel, an der
Tumorinfiltration gehindert werden. Eine solche Formationsbildung war bis zu

diesem Zeitpunkt nur fiir B-Lymphozyten bekannt (COUTO et al., 2002).

1.4.5. Metastasierungsverhalten

Das FISS zeigt eine Metastasierungsrate von 10 bis 28 % (COUTO & MACY,
1998; CRONIN et al., 1998; HERSHEY et al., 2000). Am hédufigsten metastasiert
das FISS in die Lunge, gefolgt von regiondren Lymphknoten, Nieren, Darm, Milz
und Haut (ESPLIN & CAMPBELL, 1995; RUDMANN et al., 1996; BRISCOE et
al., 1998; HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001; KOBAYASHI et al., 2002;
CHANG et al., 2006). Weitere Lokalisationen sind Leber, Pankreas, Omentum
majus, Mediastinum, Perikard und Auge (FULTON et al., 1991; ESPLIN &
CAMPBELL, 1995; ESPLIN et al., 1996; RUDMANN et al., 1996; SANDLER et
al., 1997). Die Metastasierungsrate steigt mit der Anzahl an Rezidiven und
Operationen (HERSHEY et al., 2000). Abbildung 3 zeigt das Rontgenbild eines

Patienten mit einer noduldren Metastase eines FISS in der Lunge.
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Abbildung 3: Rontgenbild eines Patienten mit einer noduliren Metastase
eines felinen injektionsassoziierten Sarkoms in der Lunge.

1.4.6.  Diagnostisches Vorgehen

Im Umgang mit subkutanen Umfangsvermehrungen bei Katzen an
Injektionsstellen ist ein aggressives diagnostisches und therapeutisches Vorgehen
wichtig. Umfangsvermehrungen, die einen Monat nach Impfung oder subkutaner
Applikation von Medikamenten noch an Gréfe zunehmen, die grofer als 2 cm
wachsen oder drei Monate nach Injektion noch bestehen, sind als verdéchtig fiir
ein FISS anzusehen. (VAFSTF, 1999). Dariiber hinaus sollte bei jeder subkutanen
Umfangsvermehrung Diagnostik betrieben werden. Als erster Schritt sollten
Feinnadelaspirationszytologien (FNAC) aus der Umfangsvermehrung entnommen
werden (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001; HIRSCHBERGER &
HUTTINGER, 2010). FNAC liefern Hinweise auf die Histogenese der
Umfangsvermehrung  und  tragen  zum  Ausschluss  verschiedener
Differentialdiagnosen bei (HIRSCHBERGER & HUTTINGER, 2010). Zur
weiteren Bestitigung der Diagnose konnen Biopsieproben entnommen und eine
histopathologische =~ Untersuchung  durchgefiihrt =~ werden. Inzisionale
Biopsieentnahmen sind der exzisionalen Biopsieentnahme dringend vorzuziehen,

da im Falle eines FISS der erste chirurgische Eingriff ausschlaggebend fiir die
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Prognose ist (VAFSTF, 1999; RICHARDS, 2005).

Eine vollstindige Anamneseerhebung inklusive Impfanamnese und eine
ausfiihrliche klinische und spezielle Untersuchung der Umfangsvermehrung mit
Palpation der regiondren Lymphknoten sollten einer bildgebenden Untersuchung
des Thorax mittels Rontgenaufnahmen in drei Ebenen und einer
ultrasonographischen Untersuchung des Abdomens vorangehen. Das Tumorgebiet
kann mit einer Computertomographie (CT) genauer untersucht werden. In einer
Studie erwiesen sich die Tumoren in der bildgebenden CT-Untersuchung als
zweimal so groB wie in der vorangegangenen klinischen Untersuchung
dokumentiert (MCENTEE, 2000). Dies verdeutlicht die Bedeutung bildgebender
Diagnostik prae operationem. Komplettiert wird die Diagnostik durch
labordiagnostische Untersuchungen, die ein Blutbild mit Differentialblutbild,
Serumchemie und einen Antigentest auf eine vorliegende FeLV-Infektion sowie

einen Test auf Antikorper gegen FIV beinhalten sollten.

2. Therapie des felinen injektionsassoziierten Sarkoms

Aktuell stellt die Tumorexstirpation die Standardtherapie des FISS dar. Diese und
weitere Therapieformen, die im Hinblick auf die Verbesserung der Prognose beim

FISS untersucht wurden, sollen an dieser Stelle zusammengefasst werden.

2.1. Chirurgie

Die chirurgische Tumorentfernung ist die am weitesten verbreitete Therapieform.
Die Rezidivraten sind aber, je nach Ausmall des chirurgischen Eingriffs,
ernlichternd. Angaben zur Rezidivierungsrate des FISS variieren und werden mit
bis zu 89 % im ersten Jahr nach alleiniger Chirurgie angegeben (HERSHEY et al.,
2000). Eine Rezidivierung erfolgt meist in den ersten sechs Monaten post
operationem (HENDRICK et al., 1994), kann aber bereits zum Zeitpunkt der
Entfernung der Hautndhte auftreten (LESTER et al., 1996).

DAVIDSON und Mitarbeiter untersuchten den weiteren Krankheitsverlauf von
Patienten mit FISS nach Tumoroperation. Die mediane rezidivfreie Zeit fiir die
Gesamtpopulation betrug zehn Monate. Patienten mit nur einer vorangegangenen
Tumoroperation zeigten eine rezidivfreie Zeit von median iiber 16 Monaten,

Patienten mit mindestens zwei vorangegangenen Operationen zeigten eine
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verminderte rezidivfreie Zeit von median iiber fiinf Monaten (DAVIDSON et al.,
1997). HERSHEY und Mitarbeiter beschrieben in einer Studie retrospektiv
61 Katzen nach chirurgischer Tumorexstirpation. Die mediane rezidivfreie Zeit
betrug fiir die Gesamtheit der Patienten nur 94 Tage. Im Vergleich der
remissionsfreien Zeiten von Katzen, die von einem praktischen Tierarzt operiert
wurden, mit den remissionsfreien Zeiten von Katzen, die in einer
Uberweisungsklinik von einem routinierten Chirurgen operiert wurden, zeigte
sich mit 66 Tagen vs. 274 Tagen ein statistisch signifikanter Unterschied. Nach
marginaler erster Exzision (unter 3 cm im Gesunden) erreichten die Patienten eine
mediane rezidivfreie Zeit von 66 Tagen, nach weiter erster Exzision (in dieser
Studie definiert als Tumorrénder gleich oder iiber 3 cm im Gesunden) zeigte sich
eine mediane rezidivfreie Zeit von 419 Tagen. Auch dieser Unterschied war
statistisch signifikant. Zusétzlich wurde erkannt, dass mit jedem Rezidiv und jeder
weiteren Operation die Zeit bis zur erneuten Rezidivierung abnahm (HERSHEY
et al.,, 2000). Eine Gruppe von 20 Katzen, die mit alleiniger Chirurgie ohne
Angabe der Operationstechnik behandelt wurde, fungierte als Kontrollgruppe fiir
MARTANO und Kollegen. Es wurde eine Rezidivrate von nur 35 % ermittelt, die
mediane rezidivfreie Zeit war zum Zeitpunkt des Studienendes noch nicht erreicht
(MARTANO et al., 2005).

Eine verlingerte mediane rezidivfreie Zeit nach radikaler Tumorexstirpation
zeigten LIDBETTER und Mitarbeiter. Nach lateraler Korperwandresektion mit
einem Minimum von 3 cm Sicherheitsabstand wurden bei sechs Katzen
tumorfreie Schnittrinder erzielt und wéhrend einer durchschnittlichen Zeit von
17 Monaten wurde bei keiner Katze ein Rezidiv beobachtet (LIDBETTER et al.,
2002). Eine noch radikalere Operationsmethode postulierten zwei Autoren einer
Studie aus dem Jahr 2000, in der 19 Katzen mit FISS mit einem
Sicherheitsabstand von 5 cm und der Entfernung von mindestens zwei darunter
liegenden Muskelschichten operiert wurden. Eine Rezidivierung wurde wihrend
eines Zeitraum von bis zu 433 Tagen nicht beobachtet (KUNTZ & POWERS,
2000).

In einer weiteren Studie zur Prognose nach chirurgischer Entfernung des FISS
wurde ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Tumorgrofle und
medianer Uberlebenszeit beschrieben. Katzen, deren Tumoren einen Durchmesser
unter 2 cm hatten, zeigten eine statistisch signifikant lingere Uberlebenszeit als

Katzen mit Tumoren iiber 2 cm im Durchmesser (DILLON et al., 2005).
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Basierend auf den oben beschriebenen Studienergebnissen wird ein
standardisiertes Vorgehen beziiglich der Operationsmethode empfohlen: Die
aggressive en bloc-Resektion mit Schnittrindern von mindestens 3 cm nach lateral
und die Entfernung von mindestens einer gesunden Faszienschicht ventral des
Tumors. Umliegende Knochenstrukturen miissen bei Beteiligung mit entfernt

werden (SEGUIN, 2002).

2.2. Radiotherapie

Auf Grund der zum Teil nicht akzeptablen Rezidivraten wurde der Einfluss der
Radiotherapie zusitzlich zur Chirurgie untersucht.

Mit Kobalt®-Radiotherapie prae operationem erreichten CRONIN und
Mitarbeiter bei 33 Katzen eine mediane rezidivireie Zeit von 398 Tagen bei einer
Rezidivrate von 45 %. Nur der Parameter ,,tumorfreie Schnittrander” hatte einen
Einfluss auf die Prognose (CRONIN et al., 1998). In einer Folgestudie wurden
weitere 59 Katzen mit prioperativer Kobalt®-Bestrahlung behandelt und
zusammen mit den 33 Katzen der vorangegangenen Studie ausgewertet. Die
mediane Zeit bis zum ersten Event lag insgesamt bei 584 Tagen. Bei kompletter
chirurgischer Exstirpation erreichten die Patienten median 986 Tage rezidivfreie
Zeit, bei inkompletter Entfernung nur 292 Tage. Die Rezidivrate der Patienten mit
kompletter Tumorexstirpation wurde mit 42 % angegeben (KOBAYASHI et al.,
2002). Postoperative Elektronenbestrahlung wurde in einer Studie bei 78 Tumoren
angewendet und retrospektiv ausgewertet. Es ergab sich eine Rezidivrate von
41 % mit einer medianen rezidivireien Zeit von 405 Tagen. Prognostisch positive
Parameter waren das Vorliegen eines Primédrtumors vor Beginn der Therapie und
ein moglichst frilher Beginn der Radiotherapie nach der Operation. Keinen
Einfluss auf die rezidivfreie Zeit hatte die Exzision des Tumors im Gesunden oder
eine zytostatische Therapie. Negative prognostische Parameter im Hinblick auf
die Gesamtiiberlebenszeit waren Metastasierung und Tumorgréfle vor der ersten
Operation (COHEN et al., 2001). Weitere 42 Katzen, die als Kontrollgruppe mit
postoperativer Radiotherapie behandelt wurden, erreichten lediglich eine mediane
rezidivfreie Zeit von etwa sechs Monaten und eine Rezidivrate von 59 % (HAHN
et al., 2007). Aktuelle Studien zur Bestrahlungstherapie zeigten ermutigende
Ergebnisse. ECKSTEIN und Kollegen evaluierten prognostische Faktoren bei
Patienten mit postoperativer Bestrahlung. Bei 46 Patienten mit Schnittrdndern im

Gesunden wurde eine kurativen Bestrahlung durchgefiihrt. Weitere 27 Patienten
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mit unsauberen Schnittrindern oder makroskopisch sichtbarem Tumor wurden
einer grof} fraktionierten Bestrahlungstherapie unterzogen. Katzen mit kurativem
Bestrahlungsprotokoll zeigten eine mediane rezidivireie Zeit von 37 Monaten. Bei
palliativer Bestrahlung ergab sich eine mediane progressionsfreie Zeit von
10 Monaten. Als positiv prognostische Faktoren wurden mikroskopische
Tumorbiirde, adjuvante Chemotherapie und eine geringere Anzahl an
vorangegangenen Operationen ermittelt (ECKSTEIN et al., 2009). AbschlieBend
muss eine Studie erwdhnt werden, die 2009 pra- und postoperative Radiotherapie
verglich. Schlussfolgerung dieser Arbeit war, dass die postoperative Bestrahlung
mit einer Gesamtiiberlebenszeit von median 705 Tagen der prioperativen
Bestrahlung mit 310 Tagen medianer Uberlebenszeit signifikant iiberlegen war
(MAYER et al., 2009). Brachytherapie mit Iridium'®* ist ein Therapieansatz, der
weiter untersucht werden sollte (ROGERS et al., 2000).

2.3. Zytostatische Therapie und Elektrochemotherapie

In vitro-Studien zur zytostatischen Therapie sind weit verbreitet und auch
FISS-Zellen wurden in Kultur auf ihre Chemosensitivitit untersucht. Fiir
Vincristin und Paclitaxel wurde eine signifikante Dosis-Wirkungs-Beziehung
beschrieben (BANERIJI et al., 2002). Auch Doxorubicin und Mitoxantron wurden
in FISS-Zellkulturen getestet und zeigten Wirkung. Fiir diese Chemotherapeutika
fehlen derzeit jedoch in vivo-Studien, die eine klinische Effektivitit nachweisen
(WILLIAMS et al., 2001).

In der onkologischen Praxis werden Protokolle mit verschiedenen
Chemotherapeutika eingesetzt. Der klinische Effekt ist selten vorhersagbar, da
FISS generell als wenig chemosensitiv gelten (COUTO & MACY, 1998).
MARTANO und Mitarbeiter konnten 2005 in der einzigen kontrollierten Studie
keinen Unterschied zwischen einer Gruppe von Katzen, die Chirurgie und
adjuvante Doxorubicin-Therapie erhielt, und einer Patientengruppe mit alleiniger
Chirurgie ermitteln (MARTANO et al., 2005). Eine weitere Studie dieser
Arbeitsgruppe beschrieb den fehlenden Einfluss von Doxorubicin auf das
zelluldre Proteasom des FISS. Eventuell erklart dies den mangelnden Effekt von
Doxorubicin (CERRUTI et al., 2010). POIRIER und Mitarbeiter fiihrten 2002
eine blockrandomisierte Studie durch, in der die Patienten nach dem Status ihrer
Erkrankung in zwei Gruppen aufgeteilt (makroskopische vs. mikroskopische

Erkrankung) und anschlieend entweder der Doxorubicin-Therapiegruppe oder
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einer zweiten Gruppe zugeordnet wurden, die liposomales Doxorubicin (Doxil)
erhielt. Es konnte kein Unterschied zwischen beiden Studienarmen festgestellt
werden. Nach der Gabe von Doxil traten allerdings Nephrotoxizititen und
Schidigungen der Haut auf. In der Gruppe mit mikroskopischer Erkrankung
konnte mit 388 Tagen im Vergleich zu einer historischen Kontrollgruppe
(HERSHEY et al., 2000) ein statistisch signifikanter Unterschied in der medianen
rezidivireien Zeit erzielt werden (POIRIER et al., 2002). Doxil wurde dariiber
hinaus als Radiosensitizer in einer Studie zur Radiochemotherapie eingesetzt. Von
zehn inoperablen FISS zeigten fiinf eine partielle und zwei eine komplette
Remission mit einer medianen Remissionszeit von 237 Tagen (KLEITER et al.,
2010). BARBER und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss einer Kombination
aus Doxorubicin und Cyclophosphamid zur Palliativtherapie bei nicht
resezierbaren FISS. Von zwolf Katzen zeigten sechs eine partielle Remission. Der
Effekt war mit einer medianen Remissionszeit von 125 Tagen kurz (BARBER et
al., 2000).

Das Alkylanz Ifosphamid wurde in einer klinischen Studie bei 27 Katzen mit
nicht resezierbaren FISS eingesetzt. RASSNICK und Mitarbeiter erzielten eine
komplette Remission und zehn partielle Remissionen fiir eine mediane Zeit von
70 Tagen (RASSNICK et al.,, 2006). Lomustin, ein Alkylanz mit groBem
Nebenwirkungspotential, wurde in einer Studie zur Vertraglichkeit unter anderem
bei fiinf Katzen mit makroskopisch sichtbarem FISS eingesetzt. Bei zwei
Patienten wurde eine partielle Remission erreicht. Die mediane Remissionszeit
aller Katzen, die ein Ansprechen zeigten, war mit lediglich 65 Tagen sehr kurz
(FAN et al., 2002).

Elektrochemotherapie ist ein Therapieansatz, der die Vorteile einer lokalen
Therapie durch elektrische Pulse mit einer zytostatischen Therapie verbindet.
Bleomycin wird lokal appliziert. Durch die folgende Elektropermeabilisation kann
es die Zellmembran passieren und so direkt an seinen Wirkungsort, der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) im Zellkern, vordringen. MIR und Kollegen
filhrten eine Studie an zwdlf Katzen mit fortgeschrittenem FISS durch und
erreichten eine Stagnation des Tumorwachstums fiir einen Zeitraum von zwei
Wochen bis sieben Monaten. Die Gesamtiiberlebenszeit von 24 Tagen innerhalb
der Kontrollgruppe wurde auf etwa sechs Monate in der Therapiegruppe
signifikant verlangert (MIR et al., 1997). In einer weiteren Studie zur

Elektrochemotherapie wurden 39 Patienten mit mikroskopischer FISS-
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Erkrankung postoperativ mit Elektrochemotherapie und 19 Patienten mit
makroskopisch ~ sichtbarem FISS mit Chirurgie und intraoperativer
Elektrochemotherapie behandelt. Bei geringen Nebenwirkungen erzielte die
Arbeitsgruppe eine verldngerte mediane rezidivfreie Zeit von 19 Monaten im
mikroskopischen Arm. Die Patienten im makroskopischen Arm erreichten eine
mediane rezidivfreie Zeit von zwdlf Monaten, die Kontrollgruppe zeigte lediglich

eine mediane rezidivfreie Zeit von vier Monaten (SPUGNINI et al., 2007).

24. Molekulare Antitumortherapie

Eine verhiltnismaBig junge Therapieform ist die molekulare Antitumortherapie.
Angriffspunkte sind mutierte, autostimulierte oder liberexprimierte Rezeptoren fiir
Wachstumsfaktoren. Durch die Tatsache, dass FISS-Zellen und intratumorale
Lymphozyten PDGF und PDGFR exprimieren und einige FISS-Zellen positiv fiir
KIT sind, stellt dieser Tumor eine potentielle Indikation fiir den Einsatz von
Tyrosinkinaseinhibitoren dar. Der humanmedizinische Wirkstoff Imatinibmesylat
(Imatinib, Gleevec®) wurde bereits beim FISS eingesetzt. PDGF-Aktivitit in
FISS-Zellkulturlinien wurde durch Imatinib dosisabhingig gehemmt. In einem
Mausmodell mit xenotransplantierten FISS wurde das Tumorwachstum durch
Imatinib signifikant gehemmt. Zusétzlich wurde der protektive Effekt von PDGF
gegen die Wirkung von Doxorubicin aufgehoben (KATAYAMA et al., 2004). In
einer Phase-I-Studie zur Dosisfindung wurde Imatinib an neun Katzen mit
unterschiedlichen Neoplasien eingesetzt, darunter vier Katzen mit FISS. Eine
Dosis mit geringer Toxizitdtsrate konnte ermittelt werden (LACHOWICZ et al.,
2005). Eine klinische Studie in der Abteilung Onkologie der MTK untersucht
derzeit den Effekt der speziell fiir den veterindrmedizinischen Einsatz
entwickelten Tyrosinkinaseinhibitoren Toceranib (Palladia®) und Masitinib
(Masivet®) bei Patienten mit inoperablen und metastasierenden FISS

(HOLTERMANN & HIRSCHBERGER, 2010).

2.5. Multimodale Therapie

Multimodale Therapien sind vor allem in der Humanonkolgie verbreitet und
erscheinen durch Kombination verschiedener Wirkansitze erfolgversprechend.
KOBAYASHI und Kollegen konnten keinen signifikanten Unterschied nach
Addition von Chemotherapie zu prioperativer Bestrahlung und Chirurgie

feststellen. Katzen, die zusétzlich Carboplatin erhielten, tendierten aber zu einer
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langeren medianen rezidivfreien Zeit. Vermutlich fungierte Carboplatin in diesem
Fall als Radiosensitizer (KOBAYASHI et al., 2002). Eine Studie, in der
Chirurgie, Bestrahlung und Doxorubicin alternierend mit Cyclophosphamid
eingesetzt wurde, fand keinen Vorteil im Hinblick auf die rezidivfreie Zeit der so
behandelten Patienten (COHEN et al., 2001). Weder eine Monotherapie mit
Doxorubicin zusitzlich zu Chirurgie und Bestrahlung (CRONIN et al., 1998;
BREGAZZI et al.,, 2001) noch Carboplatin oder Doxil als Zusatztherapie
erbrachten einen Remissions- oder Uberlebensvorteil (ROMANELLI et al., 2008).
Die einzige Studie, die eine statistisch signifikant verldngerte mediane rezidivfreie
Zeit nach Kombination von praoperativer Bestrahlung und Doxorubicintherapie
gefolgt von Tumorexstirpation nachwies, zeigte eine mediane rezidivfreie Zeit
von 360 Tagen entgegen 160 Tagen in der Kontrollgruppe ohne Doxorubicin
(KING et al., 2001).

2.6. Unspezifische Immuntherapie

Unspezifische Immuntherapien stimulieren primér das angeborene Immunsystem,
um gegen entartete Zellen aktiv zu werden. Ein Agens, das bereits mehrfach bei
FISS getestet wurde, ist Acemannan aus der Aloe vera. Acemannan ist ein
langkettiges, polydisperses Polymer des komplexen Kohlenhydrates Mannan.
Erstmals 1991 in einer Pilotstudie eingesetzt (HARRIS et al, 1991),
verdffentlichte KENT 1993 eine Fallserie zur unspezifischen Immunstimulation
mit Acemannan (KENT, 1993). Die Patienten wurden in dieser Studie
intraperitoneal (i.p.) und intratumoral (i.z.) mit Acemannaninjektionen behandelt.
Da lediglich drei Katzen beschrieben wurden, war die Aussagekraft sehr limitiert:
Eine Katze wurde auf Grund ihres Tumor euthanasiert, eine Katze bekam ein
Lokalrezidiv und eine dritte Katze blieb rezidivfrei (KENT, 1993). Zwei Jahre
spater wurde Acemannan in einer Therapiestudie bei fiinf Katzen mit FISS und
acht Hunden mit Fibrosarkomen in Kombination mit Chirurgie und Bestrahlung
eingesetzt. Nach mehrfachen i.p. und i.z.-Injektionen trat bei insgesamt vier Tieren
eine Verkleinerung des Tumors ein, Nekrose und Entziindung nahmen zu.
AnschlieBend wurden die Tumoren exstirpiert und die Tiere einer
Bestrahlungstherapie unterzogen. Als mediane rezidivfreie Zeit wurden 356 Tage
angegeben (KING et al., 1995).

Rekombinantes felines Interferon-o (felFN-w), ein Typ 1-Interferon, wurde 2007

von HAMPEL und Kollegen zur adjuvanten Immuntherapie eingesetzt. In der
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unkontrollierten Studie bekamen 20 Katzen felFN-o jeweils viermal iz, und
achtmal postoperativ subkutan (s.c.) injiziert. Nebenwirkungen waren mild und
selbstlimitierend. /n vitro konnte nach felFN-w-Stimulation eine Hochregulation
von major  histocompatibility complex (MHC)-Klasse-I-Molekiilen
(MHC-I-Molekiile) nachgewiesen werden. Mit einer Rezidivrate von lediglich
45 % erschien diese Therapie vielversprechend. Eine kontrollierte, randomisierte
und geblindete Studie sollte die Effektivitit abschlieBend nachweisen (HAMPEL
et al., 2007).

2.7. Immunologische Gentherapie

Die erste Beschreibung eines gentherapeutischen Ansatzes zur Immuntherapie
beim FISS gaben QUINTIN-COLONNA und Mitarbeiter  1996.
Histoinkompatible, xenogene Verozellen wurden mit dem rekombinanten Gen fiir
humanes (hu) IL-2 (hulL-2) transfiziert und nach Operation und Bestrahlung
siecbenmal peritumoral injiziert. Eine zufallig ausgewihlte Kontrollgruppe erhielt
ausschlieflich Chirurgie und Strahlentherapie. Unter den 16 Katzen der
Therapiegruppe trat in den ersten sechs Monaten nach Behandlungsbeginn kein
Rezidiv auf. Nach 16 Monaten wurden in dieser Gruppe lediglich fiinf (31 %)
Rezidive diagnostiziert. Im Vergleich lag die Rezidivrate in der Kontrollgruppe
nach sechs Monaten bei 56 %. Nach 16 Monaten stieg diese auf 69 % an.
Nebenwirkungen waren mild und bestanden iiberwiegend aus einer lokalen
Entziindungsreaktion. Allerdings kam es bei einer Katze zu einem
anaphylaktischen Schock nach der zweiten Injektion der Vero-hulL-2-Zellen
(QUINTIN-COLONNA et al, 1996). In einer weiteren Studie wurde ein
immuntherapeutischer Ansatz {iber viralen Gentransfer realisiert. JOURDIER und
Mitarbeiter verabreichten jeweils 18 Katzen mit FISS nach einer operativen
Tumorentfernung und Iridium'**-Strahlentherapie entweder keine weitere
Therapie (Kontrollgruppe), einen Vacciniavirus-Genvektor mit Expression von
hulL-2 oder einen attenuierten Canaripoxvirus-Genvektor mit Expression von
felL-2. Die Zuordnung in Therapie- oder Kontrollgruppe erfolgte randomisiert.
Patienten der Therapiegruppen erhielten insgesamt je sieben Injektionen des
viralen Vektors iiber einen Zeitraum von acht Wochen. Die Rezidivrate konnte in
beiden Therapiegruppen mit 39 % in der hulL-2-Gruppe und 28 % in der felL.-2-
Gruppe im Gegensatz zu 61 % in der Kontrollgruppe in einem Zeitraum von

12 Monaten statistisch signifikant abgesenkt werden (JOURDIER et al., 2003).
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In einer Phase-I-Studie wurden 13 Katzen mit FISS einer fraktionierten
Bestrahlungstherapie unterzogen und bekamen anschlieend einen adenoviralen
Vektor i.t. injiziert, der das Gen fiir felines Interleukin-12 (felL.-12) unter der
Kontrolle des Hitzeschockpromotors 70B integriert hatte. Vierundzwanzig
Stunden post injectionem wurden die Tumoren auf 41°C erhitzt, um den
Hitzeschockpromotor zu aktivieren. Felines IL-12 konnte anschlieBend in
Tumorbiopsien nachgewiesen werden. Wie in einer Phase-I-Studie tiblich wurden
keine Remissionsraten bestimmt, sondern eine vertrdgliche und sichere Dosis

ermittelt (SIDDIQUI et al., 2007).

An der MTK wurden im Rahmen der Kooperation mit dem IEOT verschiedene
Dissertationen abgeschlossen, die sich mit einem gentherapeutischen Ansatz zur
Immuntherapie beim FISS befassten. WIELAND und WIEDMANN untersuchten
in zwei Phase-I-Studien die Durchfiihrbarkeit einer adenoviralen Gentherapie mit
hulL-2 und felFN-y prae- (WIEDMANN, 2005) oder post operationem
(WIELAND, 2002). In beiden Studien konnte eine addquate Dosis festgelegt
werden. Ein System zum nonviralen Gentransfer wurde von KEMPF etabliert.
Drei feline Zytokingene, felL-2, felFN-y und feGM-CSF, wurden zunichst von
der Arbeitsgruppe kloniert und in Plasmide eingesetzt (SCHWARZ et al., 2007).
Diese wurden auf einen Kollagenschwamm aufgebracht, der intraoperativ in das
Wundgebiet implantiert wurde. Als maximal tolerierbare Dosis (MTD) wurde

600 pg pro Plasmid ermittelt (KEMPF, 2005).

HUTTINGER und Kollegen ermittelten in einer Phase-I-Studie zum
neoadjuvanten, nonviralen Gentransfer von feGM-CSF mittels Magnetofektion
eine MTD von 1250 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF als sichere und
praktikable Dosis zur zweimaligen i.t-Injektion. Eine signifikante,
therapiebedingte Toxizitit trat nicht auf (HUTTINGER et al., 2008). Auf diesen
Ergebnissen aufbauend, fiilhrte WALSCH eine Phase-II-Studie zur erweiterten
Beobachtung und zum Nachweis einer Effektivitit der neoadjuvanten
Immunogentherapie mit 1250 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF beim FISS
durch. Die 34 Tiere der Therapiegruppe wurden mit aktuellen und historischen
Kontrollpatienten, die mit alleiniger Tumorexstirpation behandelt wurden,
verglichen. Nebenwirkungen innerhalb der Therapiegruppe und im Vergleich zur
Kontrollgruppe waren meist mild. Fiir die Therapiegruppe wurde im

Beobachtungszeitraum von 360 Tagen eine Rezidivrate von 41 % ermittelt,
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innerhalb der Kontrollgruppe zeigten sich 65 % Rezidive. Dieses Ergebnis war
statistisch nicht signifikant, lieB aber tendenziell eine Effektivitdt erkennen

(WALSCH, 2010).

Als Vorgingerstudien zur vorliegenden Arbeit wurden eine prospektive,
kontrollierte Phase-I-Studie und eine Phase-II-Studie durchgefiihrt. Zur
Dosisfindung bekamen vier Gruppen von jeweils vier Katzen zweimal im Abstand
von sieben Tagen die Kombination der felinen Zytokingene kodierend fiir felL-2,
feIFN-y und feGM-CSF i.t. injiziert und wurden anschlieBend operiert. Zwischen
den einzelnen Gruppen wurde eine Dosiseskalation mit aufsteigenden
Dosierungen vorgenommen: 15, 50, 150 und 450 pg pro Plasmid. Eine Dosis von
450 pg pro Plasmid wurde, nach zusédtzlicher Therapie von weiteren vier Tieren
mit dieser Dosis zur Steigerung der Reprisentativitit, als sicher und praktikabel
bewertet und als mogliche Dosis fiir eine Phase-1I- und -II1-Studie ermittelt. Von
den insgesamt sechs Rezidiven in dieser Studie wurden jedoch vier in der Gruppe
mit der hochsten Dosierung der Plasmide beobachtet, weshalb vorgeschlagen
wurde, auch die dritte Dosisstufe (150 pg pro Plasmid) auf Effektivitit zu
untersuchen (JAHNKE et al.,, 2007). In der folgenden Vertriglichkeitsstudie
entschied sich die Arbeitsgruppe deshalb fiir eine Modifikation der Therapie. Fiir
felL-2 wurde die Dosis der dritten Steigerungsgruppe (150 ng Plasmid kodierend
fiir felL-2) und fiir felFN-y die hochste Dosis der Phase-I-Studie gewéhlt (450 pg
Plasmid kodierend fiir felFN-y). FeGM-CSF wurde in der Dosis der dritten
Steigerungsstufe der Phase-I-Studie von HUTTINGER verwendet (750 pg
Plasmid kodierend fiir feGM-CSF) (HUTTINGER et al., 2008). Im Vergleich zu
einer  historischen  Kontrollgruppe =~ wurden = Nebenwirkungen  der
Kombinationstherapie nach zweimaliger, prioperativer i.z.-Injektion an 20 Katzen
untersucht. Beobachtete Nebenwirkungen waren meist mild. Die Patienten der

Therapiegruppe tendierten zu geringeren Rezidivraten (HOEKSMA, 2011).

3. Tumorimmunitit

Neoplastische Zellen konnen vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden.
Dies postulierte EHRLICH bereits 1909 (EHRLICH, 1909). BURNET beschrieb
ein halbes Jahrhundert spéter die Theorie, dass Antigene, die bei der Entstehung

von Tumoren neu gebildet werden, vom Immunsystem erkannt und neoplastische
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Zellen im Anschluss zerstort werden konnen (BURNET, 1957). THOMAS
postulierte die darwinistische These, dass das Immunsystem komplexer
Organismen mit langer Lebenspanne auch effektive Mechanismen gegen Krebs
entwickelt haben miisse (THOMAS, 1959). Die Fahigkeit des Immunsystems, den
Organismus permanent auf Entartung von Zellen zu iiberwachen und
neoplastische Zellen abzutdten, wurde als cancer immunosurveillance bezeichnet
(BURNET, 1970). Spéter erkannte man, dass das Immunsystem auch Einfluss auf
die Progression und den Phénotyp von Tumorzellen nehmen kann. Der Begriff
cancer immunoediting wurde zu einer umfassenderen Beschreibung der Rolle des
Immunsystems bei Tumorerkrankungen (DUNN et al.,, 2002; DUNN et al.,
2004b). Die Hypothese des cancer immunoediting beinhaltet die cancer
immunosurveillance: Das Immunsystem kann als extrinsischer Tumorsuppressor
wirken (SHANKARAN et al., 2001). Dariiber hinaus integriert diese Hypothese
aber auch die zweite Variante der Interaktion zwischen Immunsystem und Zellen
von malignem Phénotyp. In einer Gleichgewichtsphase kann es zu einer Selektion
von Tumorzellklonen kommen, die gegeniiber den Angriffen des Immunsystems
resistent sind. Die Immunogenitit des Tumors wird durch die Interaktion mit dem
Immunsystem gestaltet und verdndert. Derartig selektierte Zellen kdnnen spéter
die Fahigkeit zur Immunevasion erlangen (DUNN et al., 2002). DUNN fasste die
Hypothese des cancer immunoediting, die den derzeitigen Stand der Wissenschaft
im Hinblick auf das Zusammenspiel zwischen Immunsystem und
Krebserkrankungen darstellt, in drei Worten zusammen: Elimination (Abtotung),
Equilibrium (Gleichgewicht), Escape (Immunevasion) (DUNN et al.,, 2002;
DUNN et al., 2004a; DUNN et al., 2004b).

Die primdren Effektoren des Immunsystems mit Antitumorkapazitit sind
T-Lymphozyten (ELMSLIE & DOW, 1997). Die Antitumorantwort ist folglich
hauptsédchlich Aufgabe des adaptiven Immunsystems. Dieses wird charakterisiert
durch Spezifitit und Gedéchtnisfunktion, was die Ausbildung einer dauerhaften

Antitumorantwort mdglich erscheinen ldasst (ABBAS et al., 2007b).

3.1. Tumorantigene

Tumorantigene sind Oberflaichenmolekiile, die auf neoplastischen Zellen
préasentiert werden. Nach einer frithen Einteilung unterschied man Antigene, die
einzig von Tumoren ausgepriagt werden von tumorassoziierten Antigenen. Diese

werden auch auf physiologischen Korperzellen exprimiert, liegen auf Tumorzellen
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aber meist in einem aberranten oder fehlregulierten Zustand vor (ABBAS et al.,
2007b). Aktuell werden Tumorantigene anhand ihrer molekularen Struktur und
Herkunft unterschieden: Differenzierungs- und gewebsspezifische Antigene,
Mutationsantigene, iiberexprimierte Tumorantigene, cancer/testis-Antigene,
onkofetale Antigene und virale Antigene (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001;
DUNN et al., 2004a; ABBAS et al., 2007b). Tumoren présentieren sich folglich
dem Immunsystem, besitzen aber im Vergleich zu anderen Pathogenen eine

wesentlich geringere Immunogenitit (BLATTMAN & GREENBERG, 2004).

3.2. Prasentation von Antigenen

Um auf ein Antigen entsprechend reagieren zu konnen, muss es den
Effektorzellen prisentiert werden. Diese Aufgabe wird von spezialisierten
Proteinen iibernommen, deren Genlokus als major histocompatibility complex
(MHC) bezeichnet wird. Der T-Zellrezeptor (TCR) zur Erkennung von Antigenen
ist spezifisch fiir Komplexe aus Peptidantigenen und MHC-Molekiilen auf
Zelloberflichen. MHC-Molekiile prédsentieren sowohl Eigenantigene als auch
Fremdantigene und induzieren so eine Immunantwort. Es werden zwei Klassen
von MHC-Molekiilen unterschieden: MHC-Klasse-I- und
MHC-Klasse-1I-Molekiille (ELMSLIE & DOW, 1997; ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001; RIBAS et al., 2003).

3.2.1. MHC-Klasse-I-Molekiile

MHC-I-Molekiile befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen und auf den meisten
Tumorzellen. Sie dienen der Antigenprésentation fiir cluster of differentiation
(CD)8"-zytotoxische T-Zellen (CTL) (ELMSLIE & DOW, 1997). Es werden vor
allem zytosolische Proteine durch MHC-I-Molekiile présentiert. Dabei handelt es
sich meist um zelleigene und, im Falle von neoplastischen Zellen, um
Tumorantigene (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001; RIBAS et al., 2003;
ABBAS et al., 2007b). Diese werden in den Proteasomen der Zelle zu Peptiden
degradiert. Die Peptide bilden anschlieBend mit einem MHC-I-Molekiil einen
Komplex und werden an die Zelloberflache geschleust. Hier werden sie von CTL
via TCR erkannt und gebunden (ELMSLIE & DOW, 1997; ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001; ABBAS et al., 2007b).
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3.2.2. MHC-KIlasse-II-Molekiile

MHC-Klasse-1I-Molekiile (MHC-II-Molekiile) werden nur von bestimmten Zellen
exprimiert. Dabei handelt es sich um professionelle antigenpréasentierende Zellen
(APC) wie Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen (DC). Peptide, die
iiber MHC-II-Molekiile prédsentiert werden, entstammen meist exogenen
Proteinen, die durch Endozytose in intrazellulire Lysosomen aufgenommen
wurden (RIBAS et al., 2003). Im Hinblick auf die Antitumorimmunitét handelt es
sich deshalb bei MHC-II-vermittelter Prisentation meist um Proteine, die
Tumoren aktiv sezernieren oder nach Tumorzelllyse frei werden (ARMSTRONG
& HAWKINS, 2001). APC nehmen diese auf, prozessieren sie zu Peptiden,
koppeln sie an MHC-II-Molekiile und présentieren sie auf ihrer Oberfldche.
MHC-II-vermittelte Prisentation dient der Erkennung durch CD4"-T-Helferzellen,
die Antigene nur komplexiert mit MHC-II-Molekiilen binden kénnen (ELMSLIE
& DOW, 1997).

3.3. Effektoren des Immunsystems

Zellen des Immunsystems mit Effektivitdit gegen Tumoren sind CTL,
CD4'-T-Helferzellen, natiirliche  Killerzellen  (NK-Zellen), natiirliche
Killer-T-Zellen (NKT-Zellen), APC, DC und Makrophagen. Antikorper, die von
B-Zellen produziert werden, spielen bei der Tumorbekdmpfung durch das
Immunsystem nur eine untergeordnete Rolle (ELMSLIE & DOW, 1997; RIBAS
et al., 2003). Regulatorische T-Zellen (Tregs) beeinflussen die Tumorimmunitét

(ZOU, 2006).

3.3.1.  CDS8"-zytotoxische T-Zellen

CTL sind die Haupteffektoren der Antitumorimmunitét und fiir die Lyse von
Tumorzellen zustdndig. Sie erkennen mit dem TCR ausschlieBlich Antigene, die
von MHC-I-Molekiilen prasentiert werden, das heifit, CTL sind MHC-I-restriktiv.
Vor der Lyse einer Tumorzelle durch eine antigenspezifische CTL muss diese
aktiviert werden. Diese Aktivierung erfolgt durch die Bindung des Antigenpeptid-
MHC-I-Komplexes auf der Oberfliche einer Zelle an den TCR.
CD4"-T-Helferzellen sind am Prozess der Aktivierung von CTL ebenfalls beteiligt
(RIBAS et al., 2003). Ein zweites stimulierendes Signal ist unabdingbar fiir die
Aktivierung der CTL, beispielsweise in Form eines Kostimulators aus der Familie

der B7-Oberflaichenmolekiile (ELMSLIE & DOW, 1997). Die Aktivierung fiihrt
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zu klonaler Expansion der antigenspezifischen CTL und zur Lyse derjenigen
Tumorzellen, die den entsprechenden Antigenpeptid-MHC-I-Komplex auf ihrer
Oberflache tragen (RIBAS et al., 2003). Die Abtétung der Tumorzellen selbst
wird liber die Induktion der Apoptose oder via Perforin-mediierter Zelllyse

erreicht. (ELMSLIE & DOW, 1997).

3.3.2.  CD4'-T-Helferzellen

Die Hauptaufgabe der CD4"-T-Helferzellen besteht, zusammen mit den APC, in
der Aktivierung und Aufrechterhaltung der CTL-vermittelten Immunantwort
(RIBAS et al., 2003). CD4"-T-Helferzellen sind MHC-II-restriktiv. Sie erkennen
Peptide nur, wenn sie im Komplex mit MHC-II-Molekiilen présentiert werden. Es
existieren zwei Subformen dieses T-Zell-Typs. Typ 1-CD4 -T-Helferzellen
aktivieren mit einem speziellen Zytokinmuster (IL-2 und IFN-y) vor allem die
zytotoxische Komponente des adaptiven Immunsystems in Form der CTL.
Typ 2-CD4"-T-Helferzellen aktivieren iiber Sekretion von Interleukin-4 (IL-4),
Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-10 (IL-10) den
humoralen Teil des adaptiven Immunsystems (RIBAS et al., 2003). Die
Verschiebung von einem Typ 1-Zytokinprofil hin zu einem Typ 2-Zytokinprofil
wurde mit verminderter Antitumorprotektion in Verbindung gebracht (RIBAS et
al., 2000; RIBAS et al., 2003).

Gleich den CTL benétigen auch CD4'-T-Helferzellen zur Aktivierung ein zweites
Signal iiber die Bindung des Antigenpeptid-MHC-II-Komplexes an den TCR
hinaus. Diese Funktion erfiillen auch hier kostimulatorische Molekiile und
Adhiisionsmolekiile (RIBAS et al., 2003). Uber die spezifischen Funktionen der
Typ 1- und Typ 2-CD4'-T-Helferzellen hinaus kann in gewissen Fillen die
Abtotung einer Tumorzelle auch direkt durch die CD4'-T-Helferzelle vermittelt
werden (ELMSLIE & DOW, 1997). Weiterhin koénnen aktivierte
CD4"-T-Helferzellen APC aktivieren, die MHC-I-Expression von Tumorzellen
fordern und Makrophagen aktivieren (ELMSLIE & DOW, 1997; PARDOLL &
TOPALIAN, 1998; ARMSTRONG & HAWKINS, 2001; RIBAS et al., 2003).

3.3.3. Regulatorische T-Zellen

Charakteristisch  fir Tregs ist die Expression von CD4, CD25
(IL-2-Rezeptor a-Kette) und des Transkriptionsfaktors forkhead box P3 (FOXP3)
(SAKAGUCHI et al., 1995; FONTENOT et al., 2003; HORI et al., 2003a; HORI
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et al., 2003b; KHATTRI et al., 2003). Tregs stellen 5 % bis 10 % der peripheren
CD4'-T-Zellen im Organismus und entstammen dem Thymus (ZOU, 2006).
Physiologischerweise schiitzen Tregs den Organismus durch die Suppression von
CD4"-T-Helferzellen und CTL vor autoimmunen Reaktionen gegen
Eigenantigene (PAKRAVAN et al.,, 2007). Auch NK-Zellen werden in ihrer
Funktion gehemmt (GHIRINGHELLI et al., 2005). Da Tumorantigene auch
Eigenantigene sein konnen, verhindern Tregs eine gegen sie gerichtete
Immunreaktion. Tregs stellen auf Grund dieses Zusammenhangs eine Hiirde fiir
den Erfolg von Immuntherapien dar (ZOU, 2006). Die Rolle von Tregs in der
Antitumorimmunitit wurde in verschiedenen Studien untersucht. Unter anderem
wurde nachgewiesen, dass durch Depletion von Tregs die Antitumorimmunitét
deutlich verbessert werden kann (BERENDT & NORTH, 1980; BURSUKER &
NORTH, 1984; NORTH & BURSUKER, 1984; SHEVACH, 2002;
SAKAGUCHI, 2005; ZOU, 2006; VIEWEG et al., 2007). In vielen Spezies
(Mensch, Hund, Katze, Schwein, Rind, Schaf, Pferd) wurden Tregs bisher
untersucht (GARDEN et al., 2011). An Hunden mit malignen Neoplasien und
Metastasen wurde nachgewiesen, dass die Anzahl der Tregs im Blut und im
Tumorgewebe im Vergleich zu gesunden Tieren signifikant erhoht war (BILLER
et al., 2007; HORIUCHI et al., 2009; O'NEILL et al., 2009; TOMINAGA et al.,
2010). Bei Katzen wurden Tregs bisher vor allem im Zusammenhang mit einer
Infektion mit FIV untersucht (MEXAS et al., 2008; SMITHBERG et al., 2008;
MIKKELSEN et al., 2010).

3.3.4.  Natiirliche Killerzellen

NK-Zellen sind eine Unterpopulation der Lymphozyten, die — anders als CTL —
auch ohne vorherigen Antigenkontakt infizierte oder anderweitig veridnderte
Zellen lysieren konnen. NK-Zellen gehéren weder der T- noch der
B-Lymphozytenlinie an. Sie exprimieren keinen durch Rearrangement
entstandenen TCR oder Immunglobulinrezeptor, sind folglich nicht
peptidspezifisch und werden dem angeborenen Immunsystem zugeordnet (RIBAS
et al., 2003; ABBAS et al., 2007b). Zellen mit fremden oder fehlenden MHC-
Molekiilen sind das Ziel von NK-Zellen, wie es bei Tumorzellen und
metastatischen Zellen der Fall sein kann (COSTELLO et al., 1999; RIBAS et al.,
2003). Bei Vorliegen von syngenen MHC-Molekiilen werden NK-Zellen durch

inhibitorische Signale in Anergie versetzt. So entsteht eine Toleranz gegeniiber
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korpereigenen Zellen (RIBAS et al., 2003). Diese alleinige Elimination von
Zellen mit fremden Gewebemerkmalen wird als missing self~Hypothese
bezeichnet (KARRE et al., 1986; KARRE, 2008). IL-2 und IFN-y fiihren zur
Proliferation von NK-Zellen, IL-4 verstérkt ihre zytolytische Aktivitit. NK-Zellen
produzieren auch selbst IFN-y und tragen so zur Aktivierung von Makrophagen

bei (TIZARD, 2004; ABBAS et al., 2007b).

3.3.5.  Natiirliche Killer-T-Zellen

NKT-Zellen exprimieren einen NK-Zellrezeptor und einen TCR. In dieser
Kombination stellen sie vermutlich ein Relikt eines frithen, primitiven
Immunsystems dar (RIBAS et al., 2003; TIZARD, 2004). NKT-Zellen
produzieren nach Antigenprisentation iiber CD1 entweder Typ 1-Zytokine
(IFN-y) oder Typ 2-Zytokine (IL-4) und tragen so zur Entstehung einer
Typ 1-oder Typ 2-Reaktion gegen ein spezifisches Antigen bei (RIBAS et al.,
2003).

3.3.6. Antigenpriasentierende Zellen

Verschiedene Zellen des Immunsystems zdhlen zu den APC: B-Zellen,
Makrophagen und besonders DC. Alle APC exprimieren sowohl MHC-I- als auch
MHC-II-Molekiile (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001). Die Hauptaufgabe von
APC besteht in der Aufnahme, Prozessierung und Priasentation von, im Bezug auf
die Antitumorimmunitdt, tumorspezifischen Antigenen fiir T-Lymphozyten
(ELMSLIE & DOW, 1997). DC sind die potentesten APC, da MHC-Molekiile
und Kostimulatoren auf ihrer Oberfliche in der hochsten Dichte vorliegen.
AuBerdem besitzen sie die Fahigkeit, nach Inkorporation eines Antigens in die
regiondren Lymphknoten einzuwandern, um dort T-Lymphozyten das Antigen zu
prasentieren und immunstimulatorische Zytokine zu sezernieren. Da DC nicht nur
endogene sondern auch exogene Antigene liber MHC-I-Molekiile prisentieren
konnen, sind DC der wichtigste und effektivste Zelltyp fiir das cross priming
naiver CTL. (RIBAS et al., 2003). DC stimulieren zusitzlich zum adaptiven auch
das angeborene Immunsystem durch ihre Interaktion mit NK- und NKT-Zellen
und spielen so eine wichtige Rolle in der Antitumorimmunitdt (RIBAS et al.,

2003).
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3.3.7. Makrophagen

Makrophagen sind Teil des angeborenen Immunsystems. Sie konnen Zellen und
Mikroorganismen abtoten, Zelldetritus und Fremdmaterial phagozytieren und
anschlieBend auf ihrer Oberfldche prisentieren (ABBAS et al., 2007b). Die von
aktivierten T-Lymphozyten sezernierten Aktivatoren der Makrophagenaktivitit
sind: IFN-y (Steigerung des respiratory  burst, Steigerung der
Stickstoffmonoxidproduktion,  Interleukin-1  (IL-1)-Produktion,  verstdrkte
Expression von MHC-II-Molekiilen und Kostimulatoren), =~ GM-CSF
(Ausschiittung von IL-1 und IL-6, Steigerung des respiratory burst und der
Phagozytose, Hochregulation von Adhésionsmolekiilen und generelle Steigerung
der Antitumorzytotoxizitit) und der Makrophagen-koloniestimulierende Faktor
(KLIMP et al., 2002). Die direkte Abtétung von Tumorzellen erreichen
Makrophagen  durch  Sekretion  von  Tumornekrosefaktor  (TNF),
Stickstoffmonoxid, Sauerstoffradikalen und lysosomalen Enzymen (KLIMP et al.,
2002; ABBAS et al., 2007b).

34. Zytokine

Zytokine sind Polypeptide, die als Mediatoren des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems fungieren. Thre Sekretion erfolgt meist transient und direkt nach
Expression des entsprechenden Gens. Empfingliche Zellen haben einen
Zytokinrezeptor mit hoher Affinitdt zum spezifischen Polypeptid. Dessen
Expression wird von externen Signalen reguliert. Zytokine konnen lokal wirken
(auto- oder parakrin) oder bei starker Expression systemische, endokrine
Funktionen iibernehmen (ABBAS et al., 2007a). Man unterscheidet
Typ 1-Zytokine, wie IL-2, IFN-y, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), IL-12 und
GM-CSF, die vor allem als Stimulatoren der zelluldren Immunitét agieren, von
Typ 2-Zytokinen, die die zellulire Immunitdt hemmen. Typ 2-Zytokine sind im
Gegenzug wichtig fiir die humorale Immunitit und die Antikorperbildung
(RIBAS et al., 2003). Da iiberwiegend das zelluldre, spezifische Immunsystem
eine Antitumorantwort vermittelt (ELMSLIE & DOW, 1997), stellen die
Typ 1-Zytokine eine wichtige Komponente der Antitumorimmunitit dar. Auf
Grund ihres spezifischen Wirkspektrums konnen Zytokine zu therapeutischen

Zwecken eingesetzt werden (ABBAS et al., 2007a).
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34.1. Interleukin-2

Frither auch T-Zellwachstumsfaktor genannt, ist das Globulin IL-2 der
Hauptstimulator der T-Lymphozyten. Dariiber hinaus beeinflusst IL-2 auch die
Aktivitdt von B-Lymphozyten, NK- und NKT-Zellen (KAPLAN et al., 1992;
COZZI et al., 1993). IL-2 veranlasst die Proliferation, sichert das Uberleben und
stimuliert die Differenzierung von CTL und CD4'-T-Helferzellen. IL-2 wird
hauptséchlich von Typ 1-CD4 -T-Helferzellen produziert. Die IL-2-Wirkung ist
auto- und parakrin (TIZARD, 2004; ABBAS et al., 2007a).

NK-Zellen, die den IL-2-Rezeptor permanent exprimieren, werden durch IL-2 zur
Sekretion von IFN-y, GM-CSF, IL-1, TNF-a und Tumornekrosefaktor-f§ (TNF-f3)
angeregt. Dieses Zytokinmuster stimuliert die Ausschiittung, Differenzierung und
Aktivitdit von Makrophagen und Monozyten. Aulerdem wird die zytolytische
Aktivitdit von NK-Zellen selbst durch IL-2 deutlich verstirkt (KAPLAN et al.,
1992; IBELGAUFTS, 2011c).

Durch Bindung von IL-2 an seinen Rezeptor, der im Gegensatz zu NK-Zellen auf
T- und B-Lymphozyten nur im aktivierten Zustand exprimiert wird, kommt es zur
Expansion, Proliferation, Differenzierung und Initiation der Antiapoptose der
jeweiligen antigenspezifischen Klone. Durch Sekretion weiterer Zytokine (u. a.
IFN-y) wird die Immunreaktion komplettiert. Der Beginn, die Dauer und das
Ausmall der klonalen Expansion der Lymphozyten sind maBgebend fiir die
Immunreaktion. Da IL-2 diese initiiert, ist es von grofiter Bedeutung fiir die
primire Immunantwort. Dariiber hinaus wird die Bildung von T-Gedéichtniszellen
angeregt (KAPLAN et al., 1992; ABBAS et al., 2007a). Tregs exprimieren den
IL-2-Rezeptor dauerhaft, da sie durch die permanente Anwesenheit von
Eigenantigenen stets aktiviert sind. IL-2 fungiert als Uberlebenssignal fiir Tregs.
Es wurde deshalb vermutet, dass die so vermittelte Selbsttoleranz eine weitere
Aufgabe von IL-2 ist (ABBAS et al., 2007a). Die Synthese von IL-2 wird durch
Dexamethason und Cyclosporin A gehemmt (IBELGAUFTS, 2011¢).

Im therapeutischen Einsatz wurde fiir IL-2 eine dosisabhédngige Wirkungsweise
nachgewiesen. Uberschreitet die Dosis einen bestimmten Wert, nehmen die oben
beschriebenen = immunstimulatorischen  Effekte = ab.  Diese  Dosis-
Wirkungsbeziehung wird als glockenformig bezeichnet (CORTESINA et al.,
1994; SCHMIDT et al., 1995; KIRCHEIS et al., 1998). SCHMIDT und Kollegen

vermuteten als Ursache fiir den dosisabhingigen Effekt eine Hemmung der
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Induktion von antigenspezifischen CTL durch hohe Dosen IL-2. Dies konnte
durch einen negativen Einfluss von IL-2 auf die Migration von APC in den
drainierenden Lymphknoten oder durch Storung des T-Zell-priming im
Lymphknoten geschehen (SCHMIDT et al., 1995). Eine andere Erkldrung fiir
dieses Phianomen wiére die Proliferation und gesteigerte Aktivitdt von Tregs durch
hohe Dosen IL-2. Dies hitte direkte Immunsuppression und Hemmung der
zytotoxischen Aktivitit von CTL gegen Tumorzellen zur Folge (AHMADZADEH
& ROSENBERG, 2006).

In der Humanmedizin wird IL-2 zur Therapie von Nierenzellkarzinomen,
malignen Melanomen oder therapieresistenten  Metastasen  eingesetzt
(ROSENBERG et al, 1985; ROSENBERG et al, 1994). Héufige
Nebenwirkungen umfassen unspezifische grippeéhnliche Symptome, Schléfrigkeit
und Fieber. Diese entstehen durch IL-1- und TNF-a-Ausschiittung. (ELMSLIE et
al., 1991; MOORE, 1996). Vomitus wurde in einer Studie an Katzen nach
intramuskuldrer (i.m.) Injektion hiufig beobachtet (GONSALVES et al., 1991).
Lokale Nebenwirkungen am Ort der Applikation sind Juckreiz, Rétungen und
Dermatitiden (MOORE, 1996). Weitere Nebenwirkungen konnen autoimmune
Thyreoiditiden, rheumatoide Arthritis, Psoriasis-Arthropathien und
ankylosierende Spondylitiden sein (KRAUSE et al., 2003). Eine dramatische
Nebenwirkung stellt das capillary leakage syndrome beim Einsatz von IL-2 dar.
Durch erhohte Gefafpermeabilitit kommt es zur Extravasation von Plasma und
Proteinen. Dies fiihrt zu Odemen und Hypotonie bis hin zu Multiorganversagen
mit Bildung von Korperhohlenergiissen und Anasarka (ROSENBERG et al.,
1985; MOORE, 1996; BALUNA & VITETTA, 1997). Auch die Blut-Hirn-
Schranke wird durch die gesteigerte Permeabilitdt in Mitleidenschaft gezogen,
was zentralnervose Storungen zur Folge haben kann (ELLISON et al., 1987).
Héamatologische = Toxizitditen &duBern sich in Form von  Anédmie,
Thrombozytopenie, Lymphopenie und Eosinophilie (LOTZE et al., 1986; VAN
HAELST PISANI et al., 1991; TIZARD, 2004).

3.4.2.  Interferon-y

Interferone spielen sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven
Immunitét eine Rolle. Typ 1-Interferone sind vor allem fiir die Abwehr von
viralen oder intrazelluliren Pathogenen verantwortlich, steigern die Expression

von MHC-I-Molekiilen, stimulieren Typ 1-CD4 -T-Helferzellen und aktivieren
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den zelluldren Part des angeborenen Immunsystems (ABBAS et al., 2007a).

IFN-y ist das einzige Typ 2-Interferon. Es besitzt eine geringe antivirale Aktivitét
und dient hauptsdchlich als Aktivator fiir Zellen des Immunsystems und als
Immunmodulator (ABBAS et al., 2007a; IBELGAUFTS, 2011a). IFN-y wird von
CD4"-T-Helferzellen, CTL, B-Zellen und NK-Zellen exprimiert (ABBAS et al.,
2007a). Hohe Dosen IFN-y induzieren die Expression von GM-CSF
(IBELGAUFTS, 2011b) und IL-2 (TIZARD, 2004). IFN-y ist einer der
Hauptstimulatoren der Makrophagenaktivitdt. Dariliber hinaus dient IFN-y als
Stimulator der Typ 1-CD4'-T-Helferzellen und NK-Zellen, als Vermittler des
Isotypenklassenwechsels von B-Zellen und als Stimulator der Expression von
MHC-I- und -II-Molekiilen. Auch kostimulatorische Molekiile werden unter
IFN-y-Einfluss vermehrt ausgebildet und die Antigenprozessierung und
-prasentation wird verstirkt (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001; TIZARD,
2004; ABBAS et al., 2007a). An FISS-Zelllinien zeigten HAMPEL und Kollegen
nach Inkubation mit IFN-y eine Steigerung der Expression von MHC-I-Molekiilen
um das Fineinhalbfache und eine Steigerung der Expression von
MHC-II-Molekiilen um das Dreifache (HAMPEL et al., 2007). IFN-y und IL-2
zeigen einen Synergismus. IL-2 induziert die Synthese von IFN-y, im Gegenzug
stimuliert IFN-y die Expression von IL-2-Rezeptoren auf der Oberfliche von
T-Lymphozyten und nimmt so Einfluss auf die zellvermittelte Zytotoxizitdt
(IBELGAUFTS, 20llc, 201la). Die IFN-y-Synthese wird durch
1,25-Dihydroxycholecalciferol, Dexamethason und Cyclosporin A gehemmt
(IBELGAUFTS, 2011a).

Im therapeutischen Einsatz werden folgende Nebenwirkungen beschrieben: Fieber
und grippedhnliche Symptome, Schléfrigkeit und Schwéche, Anorexie, Vomitus,
Hypotension und Synkopen. In hohen Dosen zeigen sich zentralnervose
Storungen und Depression. Hématologische Nebenwirkungen umfassen
Leukopenie, Andmie und Thrombozytopenie. Selten treten akute hdmolytische
Andmien oder Thrombozytopenien auf (QUESADA et al., 1986; RABINOWITZ
et al., 1990). Bei Méusen wurden teratogene Effekte beschrieben. Auf Grund des
schnellen hepatischen und renalen Abbaus nach intravenoser (i.v.) Gabe sollte

IFN-y lokal appliziert werden (BOCCI, 1994).
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3.4.3. Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor

GM-CSF ist ein hdmatopoetischer Wachstumsfaktor, der von aktivierten T-Zellen,
Makrophagen, Endothelzellen und Stromazellen des Knochenmarks gebildet wird.
Im Knochenmark stimuliert GM-CSF Vorlduferzellen zur Differenzierung in
Granulozyten, Monozyten und DC und fordert deren Proliferation (ABBAS et al.,
2007a). In der Peripherie verstirkt GM-CSF die mikrobizide Aktivitit, die
Phagozytosefahigkeit und die Zytotoxizitdt von Granulozyten und Makrophagen
(IBELGAUFTS, 2011b). DC werden von GM-CSF zu weiterer Proliferation,
Differenzierung und gesteigerter Antigenprdsentation nach Erkennung eines
Tumorantigens angeregt. Auch die Reaktivitit von T-Zellen wird gesteigert.
Insgesamt wird die Antitumorreaktivitit des Immunsystems erhoht (BUCHSEL et
al., 2002). GM-CSF fordert auch das Uberleben von DC sowie deren Prisenz in
der Peripherie eines neoplastischen Prozesses und hebt so die tumorinduzierte
Depression der Antigenprdsentation auf. Zusidtzlich reguliert GM-CSF die
Expression von MHC-Molekiilen und Kostimulatoren hoch (ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001). Die IL-2-abhingige T-Zell-Proliferation wird durch den
Einfluss von GM-CSF verstiarkt (BAXEVANIS et al., 1995). Zusammenfassend
steigert GM-CSF im  Hinblick auf die Antitumorimmunitit die
Antigenprédsentation von Tumorantigenen und die Verfiigbarkeit und Aktivitét
von Immunzellen mit Antitumorpotential (FISCHER et al., 1988). In hohen
Dosen oberhalb eines kritischen Punktes kann GM-CSF durch Aktivierung von
myeloiden Suppressorzellen immunsuppressive Eigenschaften entwickeln. Diese
myeloiden Suppressorzellen beeintrachtigen die Funktion von antigenspezifischen
CTL in vivo. Der adverse Effekt des GM-CSF wird ausschlieBlich durch zu hohe
systemische Konzentrationen hervorgerufen, nicht durch lokale Konzentrationen

(SERAFINI et al., 2004).

Nebenwirkungen nach Applikation von GM-CSF koénnen Reaktionen der
Injektionsstelle, Hautausschldge, grippedhnliche Symptome, Knochenschmerzen
und Fieber sein. Dariiber hinaus kann es zu Fliissigkeitsretention mit
Odembildung und Dyspnoe kommen (BUCHSEL et al., 2002). Weiterhin sind
Miidigkeit, Lethargie, Anorexie, Schwindel, Vomitus, Hypotension,
Venenthrombosen, Myalgien und Perikarditiden beschrieben. Es existieren
Fallberichte iiber Leber- und Nierenschiadigung und capillary leakage-Syndrome

mit Ké&rperhdhlenergiissen, peripheren Odemen und Hypoalbuminéimie (AL-
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HOMAIDHI et al, 1998). Eine weitere Nebenwirkung kann eine
Knochenmarkshistiozytose sein. GM-CSF trigt entweder zu dieser Reaktion bei

oder 16st sie sogar aus (RISTI et al., 1994; AL-HOMAIDHI et al., 1998).

3.5. Die danger-Hypothese

Trotz der vielfiltigen Effektormechanismen des Immunsystems kommt es nicht
zu einer Antitumorreaktion der CTL, wenn bei der initialen Aktivierung naiver
T-Zellen nicht zwei Signale gleichzeitig vorhanden sind (ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001). Zur Initiation einer Immunreaktion sind die Pridsentation des
Antigens durch MHC-Molekiile (Signal 1) und die Anwesenheit eines
Kostimulators oder stimulatorischer Zytokine (Signal 2) nétig. Da auf
Tumorzellen meist kein Kostimulator exprimiert wird, fehlt das zweite
stimulatorische Agens und ein ,,Gefahrensignal® (danger) bleibt aus. FEine
Immunreaktion gegen Tumorantigene kommt nicht zustande (RIBAS et al., 2003).
Erst wenn die Antigenpridsentation von einer professionellen APC mit
kostimulatorischen Molekiilen auf der Oberflache iibernommen wird, sind beide
Signale vorhanden und CTL koénnen aktiviert werden. Dies bezeichnet man als
cross priming (RIBAS et al.,, 2003). Nach der danger-Hypothese bestimmt
folglich nicht die Art des Antigens den Verlauf der Immunreaktion, sondern die
Umgebung, in der es sich befindet. Ein Eigenantigen, das im Falle einer Neoplasie
als Tumorantigen fungiert, kann von Effektorzellen erkannt werden, wenn es
unter danger-Bedingungen mit zwei Signalen prisentiert wird. Besteht keine
danger-Situation, wird das Antigen toleriert und keine Immunreaktion generiert
(BRETSCHER & COHN, 1970; ARMSTRONG & HAWKINS, 2001;
MATZINGER, 2002; RIBAS et al., 2003).

3.6. Immunpathologie bei Tumorerkrankungen — tumor escape

Die Prisenz eines klinisch relevanten Tumors zeigt an, dass neoplastische Zellen
die Phase des equilibrium, in der eine Selektion von wenig immunogenen oder
immunresistenten Zellklonen stattfindet, durchlaufen haben wund in die
escape-Phase eingetreten sind. In dieser Phase entzieht sich der Tumor der
Immunantwort weitestgehend (DUNN et al, 2002; BLATTMAN &
GREENBERG, 2004; DUNN et al., 2004b; DUNN et al., 2004a).

Durch den Verlust oder die drastische Reduktion von MHC-I-Molekiilen auf

Tumorzellen kann das Immunsystem Tumorantigene nicht direkt erkennen.
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Solche Tumorzellklone konnen in der Phase des equilibrium selektiert werden.
Immunogene Tumorzellen werden weiterhin eliminiert. Klone, die sich dem
Immunsystem nicht mehr présentieren, bleiben aber bestehen und teilen sich
weiter (DUNN et al., 2004a). Dies beobachtet man hdufig bei metastatischen
Zellen, die erst nach einem relativ langen Zeitraum der Selektion entstehen
(COSTELLO et al., 1999). Da durch die vollkommene Abwesenheit von
MHC-I-Molekiilen NK-Zellen aktiviert werden miissten, geht man davon aus,
dass die Tumorzellen so geringe Mengen von MHC-Komplexen exprimieren, dass
es nicht fiir eine NK-Zellreaktion ausreicht, aber auch keine spezifische
Immunantwort stattfinden kann (ELMSLIE & DOW, 1997). Dariiber hinaus
exprimieren  Tumorzellen selten oder nie  Kostimulatoren  oder
Adhésionsmolekiile, die fiir eine Antitumorreaktion des zelluldren, spezifischen
Immunsystems nach der danger-Hypothese zwingend sind. So kann eine
Aktivierung von T-Lymphozyten gegen Tumorantigene nicht stattfinden, CTL
exprimieren keinen IL-2-Rezeptor und die klonale Expansion bleibt aus

(COSTELLO et al., 1999).

Ein weiterer Mechanismus, den Tumoren nutzen, um eine Immunantwort zu
verhindern, ist die so genannte Fas counterattack. Tumorzellen kénnen Fas-
Ligand (FasL) exprimieren. Der Fas-Rezeptor (FasR) auf der Oberfliche von
T-Lymphozyten vermittelt nach Bindung von FasL die Apoptose. Eine
Antitumoraktivitit der tumorinfiltrierenden Zellen wird verhindert (O'CONNELL
et al.,, 1999). Die neoplastischen Zellen selbst weisen eine Resistenz gegen
FasL-vermittelte Apoptose auf (COSTELLO et al., 1999). Weitere inhibitorische
Stoffe, die von Tumoren abgegeben werden konnen, um die Immunabwehr zu
schwichen, sind  Stickstoffoxid, TGF-B, hemmende Zytokine oder
Indolamin-2,3-Dioxygenase (FOSS, 2002; ZOU, 2005; ABBAS et al., 2007b;
MULLER & PRENDERGAST, 2007; TEICHER, 2007). Zusédtzlich schirmen
sich vor allem solide Tumoren durch anatomische oder funktionelle Barrieren
gegen den Zugriff des Immunsystems ab (FOSS, 2002; BLATTMAN &
GREENBERG, 2004).
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4. Immunologische Gentherapie in der Veterinirmedizin

Unter Gentherapie versteht man das Einbringen eines Gens in vitale Zellen, um
durch dessen Expression therapeutischen Nutzen zu erzielen (ARGYLE, 1999).
Die zu therapierende Erkrankung muss durch die Expression nur eines oder sehr
weniger therapeutischer Gene behandelt werden konnen. Von starker Bedeutung
fiir den Gentransfer ist die Wahl eines geeigneten Vektorsystems entsprechend der
Zielzellen. Nur so kann fiir die gewiinschte Zeit eine effektive Dosis an
Genprodukt exprimiert werden (ARGYLE, 1999). In der Veterindrmedizin
kommen gentherapeutische Strategien z. B. fiir onkologische Fragestellungen in
Betracht, um mutierte Tumorsuppressorgene zu ersetzen (ROTH et al., 1996) oder
um Enzyme fiir eine lokale pro drug-Aktivierung in Tumorgeweben zu
induzieren, die physiologisches Gewebe schonen (VILE et al, 1994). Die
zytokinvermittelte Krebstherapie ist eines der Hauptgebiete der Gentherapie. In
Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine lokale Expression von Zytokinen
die Antitumorimmunitét verstdrken und eine vorliegende T-Zellanergie auftheben
kann (ARGYLE, 1999). Immunstimulatorische Therapieansétze mit Zytokingenen
wurden in einer Reihe von klinisch-veterinirmedizinischen Studien angewendet
(QUINTIN-COLONNA et al., 1996; WIELAND, 2002; JOURDIER et al., 2003;
KEMPF, 2005; WIEDMANN, 2005; JAHNKE et al., 2007; SIDDIQUI et al.,
2007; HUTTINGER et al., 2008; WALSCH, 2010; HOEKSMA, 2011). In einer
weiteren Studie an 26 Hunden mit oralem malignem Melanom wurde {iber zwolf
Wochen eine Kombination aus Plasmid-DNA kodierend fiir kanines IL-2 oder
kaninen GM-CSF und DNA fiir das bakterielle Superantigen Enterotoxin B aus
Staphylokokken komplexiert mit kationischen Liposomen i.z. und peritumoral
appliziert. Insgesamt 46 % der Hunde erreichten eine komplette oder partielle
Remission, verursacht durch lokale Antitumoraktivitit und Infiltration des
Tumors mit T-Lymphozyten und Makrophagen. Durch den Nachweis einer hohen
Anzahl von tumorspezifischen CTL im peripheren Blut und durch eine
signifikante Verldngerung der Uberlebenszeit im Vergleich zu einer historischen
Kontrollgruppe konnte auch ein systemischer Effekt der Therapie nachgewiesen

werden (DOW et al., 1998).
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5. Gentransferstrategien

Zur Ubertragung eines therapeutischen Gens kdnnen verschiedene Vektoren oder
Vektorsysteme verwendet werden. Man unterscheidet virale von nonviralen

Vektoren.

5.1. Virale Vektoren

Viren verfiigen iiber effektive Werkzeuge, um Genmaterial in ein Wirtsgenom
einzuschleusen (ARGYLE, 1999). Als virale Vektoren zum Gentransfer konnen
DNA-Viren oder Viren mit Ribonukleinsdure (RNA) als Trager der genetischen

Information verwendet werden.

Unter den RNA-Viren stellen die Retroviren die am haufigsten verwendeten
Vektoren dar. Strukturelle und funktionelle Gene des Retrovirus kdnnen durch das
therapeutische Gen ersetzt werden. Mit Hilfe einer virusartigen Hiille wird das
Konstrukt in die Zielzelle verbracht (ELMSLIE & DOW, 1997). Durch die
reverse Transkriptase des Retrovirus wird die RNA in DNA umgeschrieben und
in das Zielzellgenom sich teilender Zellen integriert. So wird eine dauerhafte
Anwesenheit des therapeutischen Gens und dessen Expression erreicht. Allerdings
besteht durch die zuféllige Insertion des therapeutischen Gens das Risiko einer

Mutagenese (ELMSLIE & DOW, 1997; ARGYLE, 1999).

DNA-Viren, die zum Gentransfer herangezogen werden konnen, sind Adenoviren,
Herpes simplex-Viren, das Epstein-Barr-Virus, Vacciniaviren oder Parvoviren
(ELMSLIE & DOW, 1997). Adenoviren werden héufig fiir gentherapeutische
Strategien eingesetzt. Der Vorteil von Adenoviren ist, dass sie — anders als
Retroviren — fahig sind, das therapeutische Gen auch in Zellen zur Expression zu
bringen, die sich nicht in Teilung befinden. Das Gen wird nicht in das
Zielzellgenom integriert, sondern verbleibt episomal und wird dort exprimiert.
Das Risiko der Insertionsmutagenese ist bei adenoviralem Gentransfer somit nicht
gegeben. Die Genexpression ist aber, verglichen mit retroviralen Vektoren, nur
von kurzer Dauer. Dariiber hinaus ist eine wiederholte Applikation dieser
Vektoren auf Grund ihrer extremen Immunogenitit problematisch (ELMSLIE &
DOW, 1997).

Viren werden vor einem Einsatz zum Gentransfer gentechnisch so verdndert, dass

sie replikationsinkompetent sind. Die Mdglichkeit, dass in vitro oder im Wirt
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wieder replikationskompetente Viren entstehen, besteht dennoch. Das Risiko einer
Pathogenentstehung ist bei Verwendung eines viralen Gentransfersystems folglich

gegeben (ELMSLIE & DOW, 1997; VERMA & WEITZMAN, 2005).

5.2. Nonvirale Vektoren

Nonvirale Gentransfersysteme bestehen aus bakteriellen DNA-Ringstrukturen
(Plasmide), die das therapeutische Gen unter der Kontrolle eines effizienten
Promotors (ELMSLIE & DOW, 1997) enthalten und einer chemischen oder
physikalischen Applikationsmethode, die den Eintritt des Plasmids in die Zielzelle
und die Expression des gewiinschten Gens ermoglicht. Zwar kann auf diese Weise
nur eine kurzfristige Genexpression erreicht werden, der nonvirale Gentransfer
birgt aber deutliche Vorteile im Hinblick auf Biosicherheit und verminderter
Vektorimmunitét bei gesteigerter Praktikabilitit (ELMSLIE & DOW, 1997;
ARGYLE, 1999; NIIDOME & HUANG, 2002). Chemische Methoden, den
Transfer der nackten DNA in die Zielzellen zu verstirken, sind z. B.
Komplexierung der DNA mit Lipiden (STRAUBINGER &
PAPAHADJOPOULOS, 1983; NABEL et al.,, 1993; ELMSLIE et al., 1995;
ELMSLIE & DOW, 1996) oder Polymeren wie Polyethylenimin (PEI)
(NIIDOME & HUANG, 2002). Physikalische Methoden sind die Elektroporation
zur transienten Permeabilisierung der Zellmembran der Zielzellen (SOMIARI et
al., 2000; DRABICK et al., 2001) oder der partikelvermittelte Gentransfer. In
diesem Zusammenhang ist die so genannte gene gun-Methode zu nennen. Hier
werden Goldpartikel mit Plasmid-DNA beladen und anschlieend mit Hilfe einer
Helium-Druckpistole in das Zielgewebe geschossen. So gelangt die Plasmid-DNA

in das Zellinnere und wird transient exprimiert (SUN et al., 1995).

5.3. Magnetofektion

Eine Nanotechnologie, die zur Maximierung der Transfektionsrate sowohl bei
viralem als auch nonviralem Gentransfer eingesetzt werden kann, ist die
Magnetofektion (SCHERER et al., 2002). Zum nonviralen Gentransfer wird das
Vektorplasmid an superparamagnetische Eisennanopartikel gekoppelt, die mit
dem kationischen Polymer PEI beschichtet sind (transMAG™™") (SCHERER et al.,
2002). PEI hat verschiedene Vorteile bei der Anwendung zum Gentransfer: Es
vermittelt Stabilitdt, verbessert die Bindung der Vektoren an die Zellen und

ermdglicht den Austritt der Vektoren aus dem intrazelluldren Endosom (NEU et
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al., 2005). Den Komplex aus Plasmid und transMAG™ bezeichnet man als
Magnetofektin (HUTH et al, 2004). Die Assoziation von Plasmid und
Nanopartikeln erfolgt iiber elektrostatische Anziehung und salzinduzierte
Kolloidaggregation (SCHERER et al., 2002; PLANK et al., 2003). Mittels eines
starken Magnetfelds, generiert durch Applikation eines Neodymium-Eisen-Bor-
Magneten (Nd-Fe-B-Magnet), kann nach Injektion der Magnetofektine in ein
Gewebe ein zielgerichteter, lokaler, um einige hundertmal verstirkter Gentransfer
erreicht werden. Das Magnetfeld bewirkt in seinem Gradientenbereich eine
schnelle und drastisch verbesserte Sedimentation der Magnetofektine auf den
Zelloberflichen. Die Magnetofektine sind somit binnen kiirzester Zeit verfiigbar
und minimale Dosen Plasmid-DNA fiir maximale Transfektionsergebnisse
ausreichend. Die Aufnahme der Magnetofektine in die Zellen wird durch
unspezifische und teilweise rezeptorvermittelte Endozytose erreicht (SCHERER
et al.,, 2002; PLANK et al.,, 2003; HUTH et al., 2004; PETRI-FINK &
HOFMANN, 2007).

In vivo-Transfektionsnachweise der mittels Magnetofektion iibertragenen Gene
wurden an Ratten durchgefiihrt. Die Tiere bekamen Magnetofektine mit einem
integrierten Reportergen in das Lumen des Ileums appliziert. AnschlieBend wurde
ein lokales Magnetfeld aufgebaut. Die Expression des Reportergens LacZ in der
Lamina propria der transfizierten Tiere war nach Einwirkung des Magnetfelds
stark und dauerhaft ausgeprigt, ohne magnetische Verstirkung des Gentransfers
konnte nur eine punktuelle Expression von LacZ nachgewiesen werden. Als
weiterer Nachweis der Effektivitit der Magnetofektion wurde eine
in vivo-Transfektion des Gens fiir Luciferase in Endothelzellen der Ohrvenen von
Schweinen durchgefiihrt. In die rechte und linke Ohrvene wurden Magnetofektine
injiziert. An der Vene des rechten Ohres wurde proximal der Injektionsstelle
durch Applikation eines Nd-Fe-B-Magneten ein Magnetfeld aufgebaut, die linke
Ohrvene diente als Negativkontrolle. In den Endothelzellen der linken Ohrvene
und distal der Injektionsstelle an der rechten Ohrvene konnte keine
Luciferaseexpression nachgewiesen werden. Alle Endothelzellen der rechten
Ohrvene, die direkt unter dem Einfluss des Magnetfelds des Nd-Fe-B-Magneten
gestanden hatten, zeigten deutliche und reproduzierbare Luciferaseexpression.
Diese Ergebnisse weisen die Effektivitit des lokalen Gentransfers mittels

Magnetofektion nach (SCHERER et al., 2002). In vitro- und ex vivo-Experimente



Literaturiibersicht 40

kommen zu dhnlichen Ergebnissen (KROTZ et al., 2003a; KROTZ et al., 2003b;
GERSTING et al., 2004). WEI und Kollegen konnten zeigen, dass das optimale
Verhiltnis von Plasmid-DNA zu transMAG™ bei eins zu eins liegt und die

Magnetofektion die Transfektionseffizienz von 10 auf 51 % der libertragenen

DNA-Menge steigert (WEI et al., 2004).
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I11. MATERIAL UND METHODE

1. Studiendesign

Die vorliegende klinische Therapiestudie war prospektiv, blockrandomisiert,
kontrolliert und doppelt geblindet angelegt und untersuchte die Effektivitit einer
neoadjuvanten, immunologischen Gentherapie zusidtzlich zur aggressiven
operativen Tumorentfernung bei Katzen mit FISS. Diese Therapiegruppe wurde
mit einer Kontrollgruppe verglichen, die als einzige Therapie die derzeitige
Standardtherapie in Form einer aggressiven operativen Tumorentfernung erhielt.
Die Dosis der verwendeten Zytokingene zur immunologischen Gentherapie wurde
mit 150 ug Plasmid kodierend fiir felL-2, 450 pg Plasmid kodierend fiir felFN-y
und 750 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF und anschlieBender
Magnetofektion modifiziert nach der Dosisfindungsstudie von JAHNKE und
Kollegen und analog der Vertriglichkeitsstudie von HOEKSMA gewéhlt
(JAHNKE et al, 2007, HOEKSMA, 2011). Die Praktikabilitit und
Vertraglichkeit der in der vorliegenden Studie verwendeten Gentherapie wurde
von HOEKSMA bereits untersucht (HOEKSMA, 2011). Dennoch wurde erneut
eine Toxizitdtsanalyse durchgefithrt, um die Sicherheit der Therapie zu
untermauern. Die vorliegende Studie war Teil des vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung geforderten Projekts ,Immunologische Gentherapie mit
Magnetischen Nanopartikeln® (IMAGNA), eine Kooperation des IEOT des
Klinikum rechts der Isar der TU Miinchen mit der Abteilung Onkologie der MTK
und der Chirurgischen und Gynékologischen Kleintierklinik (CTK) der LMU

Miinchen.

2. Hypothese

Katzen mit FISS, die vor der aggressiven chirurgischen Tumorentfernung mit
zweimaliger i.z.-Injektion der immunologischen Gentherapie und Magnetofektion
behandelt werden, zeigen binnen 360 Tagen einen geringeren Anteil an lokalen
Rezidiven gegeniiber Katzen mit FISS, die ausschlieBlich mit der aggressiven

chirurgischen Tumorentfernung therapiert werden.
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3. Patientenpopulation

Patientenbesitzer hatten die Moglichkeit, iiber ein Informationsportal auf der
Homepage der MTK oder liber www.fibrosarkom.de Kontakt zum Studienteam
aufzunehmen. Dariliber hinaus wurden betroffene Katzen von praktizierenden
Tierdrzten liberwiesen, mit denen wihrend der gesamten Studienteilnahme eines
Patienten enge Kooperation bestand. Zusdtzlich wurden auch Patienten in die
Studie aufgenommen, die im Rahmen der onkologischen Sprechstunde in der

Abteilung Onkologie der MTK auf Besitzerinitiative vorgestellt wurden.

3.1. Eigenschaften der Patientenpopulation
Teilnehmer der vorliegenden Studie waren ausschlieBlich Hauskatzen aus privater
Haltung. Einschrdnkungen in Bezug auf Alter, Geschlecht, Rasse oder Gewicht

bestanden nicht.

3.2. Einschlusskriterien

Die Patienten mussten zur Studienteilnahme Einschlusskriterien erfiillen, die
bereits vor Studienbeginn fest definiert wurden. Tumoren am Rumpf wurden als
FISS klassifiziert, da andere Kriterien zur Einteilung fehlten. Jedes der folgenden

Einschlusskriterien musste auf die Patienten zutreffen:
1. Klinischer Verdacht auf Bestehen eines FISS
2. Tumorlokalisation am Rumpf
3. Tumorentfernung in einer Sitzung moglich

4. Lebenserwartung von mindestens einem Jahr, abgesehen von der

Tumorerkrankung

5. Unterzeichnete Einverstidndniserkldarung zur Studienteilnahme durch den

Besitzer (siche Anhang 1)

3.3. Ausschlusskriterien
Keines der im Folgenden genannten Ausschlusskriterien durfte zum Zeitpunkt der

Studienaufnahme auf die Patienten zutreffen:

1. Radio-, Chemo- oder Gentherapie im Zeitraum von einem Jahr vor

Aufnahme in die Studie

2. Anwendung von Kortikosteroiden oder anderen Immunsuppressiva
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innerhalb der letzten sechs Wochen vor Studienaufhahme

3. Vorliegen von Lymphknoten- oder Fernmetastasen eines FISS
(entsprechend Stadium N 1 oder M 1 nach HIRSCHBERGER und
KESSLER) oder Vorliegen eines weiteren malignen Tumors, auch in

der Vergangenheit
4. Vorliegen einer FIV- oder FeLV-Infektion
5. Trachtigkeit

6. Aggressivitit eines Tieres, so dass eine zweifache Injektion der
immunologischen  Gentherapie nur unter unverhéltnisméBigen
SicherungsmaBnahmen oder unter Gefahr fiir die ausfiihrenden Arzte

moglich gewesen wire

Kriterien, die den nachtridglichen Studienausschluss von Tieren wihrend der
laufenden Studie zur Folge hatten, wurden ebenfalls definiert. Traf auf ein
Studientier ein solches Kriterium zu, wurde es von der Studie ausgeschlossen und
durch einen neuen Studienteilnehmer ersetzt. Nachtrigliche Ausschlusskriterien

waren:

1. Anwendung von Kortikosteroiden oder anderen Immunsuppressiva

innerhalb der ersten sechs Wochen nach Studienbeginn

2. Inoperabilitit eines FISS nach Befund des Chirurgen oder der
bildgebenden Diagnostik am Operationstag

3. Uberleben eines Patienten von weniger als 24 Stunden post operationem

4. Keine histopathologische Diagnose eines FISS nach Exstirpation

4. Therapie- und Kontrollgruppe

Das Patientengut der vorliegenden Studie setzte sich aus einer Therapie- und einer
Kontrollgruppe zusammen. Die Tiere der Therapiegruppe erhielten die
immunologische Gentherapie, bestehend aus 150 pg Plasmid kodierend fiir
felL-2, 450 pg Plasmid kodierend fiir felFN-y, 750 pg Plasmid kodierend fiir
feGM-CSF und anschliefender Magnetofektion, zweimal prae operationem im

Abstand von sieben Tagen. Darauf folgte die aggressive chirurgische Entfernung
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der Tumoren. Im Gegensatz erhielt in der Kontrollgruppe kein Tier die
immunologische Gentherapie mit Magnetofektion. Von der Injektion eines
Placebos, leerer Plasmide oder der alleinigen Applikation eines
Nd-Fe-B-Magneten prae operationem wurde abgesehen, da weder eine Injektion
von Fremdmaterial noch die zeitliche Verzogerung der Operation ethisch
vertretbar war. Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten ausschlieBlich die
aggressive chirurgische Tumorexstirpation, die die derzeitige Standardtherapie
darstellt. In der Therapie- und der Kontrollgruppe wurden gleiche Gruppengréfien
angestrebt. Fiir jedes in die Therapiegruppe aufgenommene Tier wurde eine Katze

der Kontrollgruppe zugeordnet.

4.1. Blockrandomisierung

Zur Zuordnung der Patienten in Therapie- oder Kontrollgruppe wurde ein
Verfahren verwendet, das als Blockrandomisierung oder stratifizierte
Randomisierung bezeichnet wird. Die Patienten wurden zunédchst nach
festgelegten Strukturmerkmalen der Tumoren stratifiziert und anschlieBend
innerhalb der so geschaffenen Blocke nach Randomisierungsplan der Therapie-
oder Kontrollgruppe  zugewiesen. Dieses  Verfahren  gewihrleistete

Strukturgleichheit in beiden Gruppen.

4.1.1. Strukturmerkmal Primartumor oder Rezidiv

Das Strukturmerkmal ,,Primartumor* oder ,,Rezidiv* des FISS wurde als erster
Stratifizierungsparameter  herangezogen. Die  Vergleichbarkeit zwischen
Primirtumoren und Rezidiven ist, bedingt durch die schlechtere Prognose im
Bezug auf Heilungschance und remissionsfreie Zeit bei Rezidiven, eingeschrénkt.
Um innerhalb der Studienpopulation homogene Gruppen zu schaffen, wurden die

Tumoren nach diesem Strukturparameter stratifiziert.

4.1.2. Strukturmerkmal Tumorgrofie

Das Strukturmerkmal ,,Tumorgrofe® wurde als zweiter Stratifizierungsparameter
herangezogen. Primartumoren und Rezidive der FISS wurden jeweils in die Strata
»klein® und ,,grof3* eingeteilt. Am Aufnahmetag wurden die Tumoren mit Hilfe
eines Messschiebers (Aesculap AG; Tuttlingen; Deutschland) in drei
Dimensionen (Lénge, Breite, Hohe) vermessen. Tumoren, bei denen alle drei
Abmessungen als kleiner oder gleich 2,0 cm gemessen wurden, galten

per definitionem als ,klein®“. War eine Abmessung groBer als 2,0 cm, wurden
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diese Tumoren per definitionem als ,,gro3* behandelt. Die Unterscheidung in
kleine und groe Tumoren erfolgte ebenfalls, um die eingeschriankte

Vergleichbarkeit dieser Tumorcharakteristika auszugleichen.

4.1.3. Blockbildung und Randomisierung

Durch die Stratifizierung entstanden vier Blocke, die jeweils eine Kombination
aus zwei Strukturmerkmalen vereinten. Nach Zuordnung in einen Block wurden
die Patienten entsprechend dem Randomisierungsplan in der Reihenfolge ihrer
Vorstellung der Therapie- oder der Kontrollgruppe zugewiesen. Der
Randomisierungsplan enthielt in zufdlliger Reihenfolge innerhalb jedes Blocks die
Chiffren ,,0° fiir Zuordnung zur Kontrollgruppe und ,,1* fir Zuordnung zur
Therapiegruppe. Tabelle 1 zeigt die vier Blocke, die durch das Verfahren der
Stratifizierung geschaffen wurden. Tabelle 2 zeigt den Randomisierungsplan der

vorliegenden Studie.

Tabelle 1: Einteilung der Tumoren in Blocke

alle Tumordimensionen eine Tumordimension
<2,0cm >2,0cm
Primartumor ~Primartumor klein“ LPrimartumor grof3*

Tumorrezidiv .Rezidiv klein“ .Rezidiv gro3*
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Tabelle 2: Randomisierungsplan zur Blockrandomisierung: Die Patienten
wurden nach der Stratifizierung in der Reihenfolge ihrer Vorstellung in die
Therapie- oder die Kontrollgruppe randomisiert.

"Primartumor "Primartumor

Klein" groR” Rezidiv klein Rezidiv gro

OCORPFRPOFROFRPRORPRORORLRRLRORO
POPFRPOORIRPOORRFRPROROOROER
RPORORPROOORRPROOROORLERER
P ORORRFPRORPROODODOORORLERER

0 : Kontrollgruppe; 1 : Therapiegruppe

5. Ablauf der Studie

Im folgenden Abschnitt wird der zeitliche Studienablauf geschildert. Zusitzlich
werden die am Patienten durchgefiihrten Untersuchungen erldutert,
Studienendpunkte definiert und das Vorgehen bei speziellen Befunden

beschrieben.

5.1. Aufnahmeuntersuchung

Aufnahmeuntersuchungen wurden stets am Dienstag der Woche vom Studienteam
durchgefiihrt. Dr. Ulrike Schillinger war als Leiterin des Studienteams als
ungeblindete Tierdrztin anwesend. Die Tierérzte, die die Patienten wéhrend des
gesamten Studienablaufs betreuten, waren, soweit organisatorisch moglich, im
Hinblick auf Zugehorigkeit der Patienten zu Therapie- oder Kontrollgruppe
geblindet. In einzelnen Fillen war eine Aufrechterhaltung der Blindung auf Grund
klinikinterner Abldufe und begrenzter Personalkapazitit nicht mdglich. Die

Patientenbesitzer waren wihrend der gesamten Laufzeit der Studie geblindet.

Zur Aufnahmeuntersuchung wurden die Patienten niichtern einbestellt. Den
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Besitzern wurde das Studienprozedere und der zeitliche Verlauf erldutert und ein
Informationsblatt ausgehindigt, das alle relevanten Fakten enthielt (siche
Anhang 2). AnschlieBend wurde eine ausfiihrliche Anamnese erhoben.
Besonderes Augenmerk wurde auf die bisherige Krankheitsgeschichte,
Trachtigkeit, Kastrations- und Impfstatus, Haltungsart (Freildufer oder
Wohnungskatze), = Medikamentenapplikationen in  der  Vergangenheit,
Tumorlokalisation, Ersterkrankung oder Rezidiv des FISS, Anzahl und Datum
vorausgegangener Operationen, histopathologische Befunde sowie
anamnestisches Vorliegen von Ein- und Ausschlusskriterien gelegt. Kopien von
Impfausweisen und ggf. vorliegenden histopathologischen Befunden wurden
angefertigt und archiviert. Bei der anschlieBenden klinischen Untersuchung der
Patienten wurden folgende Parameter untersucht und dokumentiert:
Allgemeinbefinden, Verhalten, rektal gemessene innere Korpertemperatur,
Gewicht, Erndhrungszustand, Pflegezustand, Schleimhautfarbe, kapilldre
Fiillungszeit der Maulschleimhaut, Hautturgor, Herzfrequenz, Herzauskultation,
Atemfrequenz, Lungenauskultation, Palpation des Abdomens, Palpation der

mandibulédren und poplitealen Lymphknoten und der Schilddriise.

Die spezielle Untersuchung des Tumorgebiets umfasste die Bestimmung der
jeweiligen Tumorlokalisation und ihre Dokumentation anhand anatomischer
Strukturen. Die Tumoranzahl und die Gro8e der Tumoren wurde, wie unter Punkt
II1.4.1.2. beschrieben, bestimmt und dokumentiert. AnschlieBend wurden die
Tumoren durch Palpation auf Konsistenz, Verschieblichkeit, Abgrenzbarkeit und
Adhésion an anatomischen Strukturen untersucht. Zusitzlich wurden die Tumoren
unter Bertiicksichtigung der GréBe und der Tumoranzahl nach HIRSCHBERGER
und KESSLER in Tumorstadium (T) I bis III eingeteilt und das jeweilige
Tumorgebiet auf Metastasen der regiondren Lymphknoten untersucht, was zur
Einteilung in Stadium N 0 (keine Lymphkotenmetastase) oder N 1 (regionére
Lymphknotenmetastase) diente. Bei Vorliegen von Stadium N 1 wurden die
Tumoren in Stadium T IV eingeteilt. (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001).
Nur Patienten mit Tumorstadium T I bis III konnten in die Studie aufgenommen
werden. Bestanden nach den Ergebnissen der speziellen Untersuchung Zweifel an
der Operabilitit eines Tumors, wurde der Patient dem Chirurgen
Univ.-Prof. Dr. Roberto Kdstlin vorgestellt. Dieser entschied iiber die Moglichkeit

und das Ausmal einer Operation und den Einsatz von bildgebender Diagnostik.
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Zur Verifizierung der Verdachtsdiagnose FISS wurden FNAC mikroskopisch
beurteilt. Fixation und Farbung der Préparate, modifiziert nach WRIGHT, erfolgte
im Hematec® (Bayer Animal Health Care; Leverkusen; Deutschland). Mittels
Rontgenaufnahmen des Thorax in drei Ebenen (Strahlengang links laterolateral
(li. /1), rechts laterolateral (re. I/I) und ventrodorsal (v/d)) wurden die thorakalen
Organe auf das Vorliegen von Metastasen oder anderen Grunderkrankungen
untersucht, die eine Studienteilnahme verhindert hétten. Die Sonographie wurde
zur Beurteilung der abdominalen Organe herangezogen. Auch diese wurden auf
das Vorliegen von Metastasen oder anderen Grunderkrankungen untersucht. Bei
Vorliegen von Fernmetastasen wurden die Patienten in Stadium M 1 nach
HIRSCHBERGER und KESSLER eingeteilt. Lagen keine Fernmetastasen vor,
wurden die Patienten Stadium M 0 zugeordnet (HIRSCHBERGER & KESSLER,
2001). Bei Vorliegen von Stadium M 1 wurden die Tumoren in Stadium T IV
eingeteilt und die jeweiligen Patienten wurden von der Studienteilnahme

ausgeschlossen.

Zur Blutuntersuchung wurde jedem Patienten mit einer Kaniile (BD
Microlance™; Becton Dickinson; SA. Fraga Huesca; Spanien) vendses Blut aus
der Vena (V.) cephalica antebrachii oder der V. saphena abgenommen. Als
ProbengefdBle dienten zwei Kalium-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-R6hrchen
(Sarstedt; Niimbrecht; Deutschland) und ein Serumrohrchen (Sarstedt;
Niimbrecht; Deutschland). Im Labor der Medizinischen Kleintierklinik wurde
mittels Cell-Dyn® 3500 R (Abbott Laboratories; Chicago; Illinois; USA) je ein
rotes Blutbild mit Gesamterythrozytenzahl, Héamatokrit,
Hamoglobinkonzentration, mittlerem Erythrozytenvolumen, mittlerem
korpuskuldirem Hadmoglobin, mittlerer korpuskuldrer Hadmoglobinkonzentration
und Gesamtleukozytenzahl angefertigt. Die absolute Thrombozytenzahl und ein
Differentialblutbild mit den absoluten Zahlen fiir segmentkernige und stabkernige
neutrophile Granulozyten, eosinophile und basophile Granulozyten, Lymphozyten
und Monozyten wurde mikroskopisch an einem Blutausstrich ermittelt. Die
Serumproben wurden mit einem vollautomatischen Blutchemieanalysator
(Automatic Analyzer Hitachi® 911, Roche Diagnostics, Indianapolis; Indiana;
USA) untersucht. Bei der Aufnahmeuntersuchung wurden die Serumparameter
Aspartat-Aminotransferase  (AST)-Aktivitdt, Alkalische Phosphatase (AP)-

Aktivitdt, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein, Albumin, Natrium, Kalium,
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Kalzium, Phosphat, Chlor, Bilirubin, und Glukose eingeleitet. Zusitzlich wurden
aus den Serumproben Schnelltests auf FIV-Antikérper und FeLV-Antigen
angefertigt (SNAP Kombi Plus; IDEXX GmbH; Worrstadt; Deutschland). Zur
Bestimmung des Thyroxins wurde ein Teil der Serumproben in ein
veterindrmedizinisches Labor eingesandt (IDEXX VetMedLabor; Ludwigsburg;
Deutschland). Alle Befunde wurden auf vorgefertigten Untersuchungsbdgen fiir
die  Aufnahmeuntersuchung (siche = Anhang 3) und digital im
Patientenverwaltungsprogramm (Vetera®.net, GP.Software; Eltville;

Deutschland) dokumentiert und archiviert.

Nach Abschluss der Untersuchungen wurden alle Befunde zusammenfassend
beurteilt und sichergestellt, dass die Patienten alle Einschlusskriterien erfiillten,
kein Ausschlusskriterium auf die Patienten zutraf und die Patienten einem
Stadium von T I bis III nach HIRSCHBERGER und KESSLER zugeordnet
werden konnten. Nach den Befunden der speziellen Untersuchung erfolgte die
Blockrandomisierung in entweder die Therapie- oder die Kontrollgruppe durch

die ungeblindete Leiterin des Studienteams wie unter Punkt I11.4.1. beschrieben.

In einem ausfiihrlichen Gesprach wurden die Patientenbesitzer im Anschluss iiber
alle Befunde, mogliche Nebenwirkungen der Therapie und Risiken von Operation
und Narkose informiert. Behandlungsziel und Risiken einer gentherapeutischen
Behandlung wurden erldutert. Durch Unterzeichnung der Einverstdndniserkldrung
(sieche Anhang 1) bestitigte der Besitzer, dass er tliber alle Befunde sowie Vor-
und Nachteile einer Studienteilnahme informiert worden war. Dariiber hinaus war
mit Abgabe des Einverstindnisses zur Studienteilnahme auch die Verpflichtung
verbunden, den Patienten dem Studienablauf konform zu jeder Nachuntersuchung
vorzustellen. Patienten der Kontrollgruppe wurden nach Aufnahmeuntersuchung
und Einwilligung der Besitzer stationdr aufgenommen und auf der Intensivstation
der MTK untergebracht. Der Tag der Aufnahmeuntersuchung bezeichnete in der
Kontrollgruppe den Tag 0. Es wurde ein peripherer Venenverweilkatheter
(Vasofix®; B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) entweder in die
V. cephalica antebrachii oder die V. saphena eingelegt. Die Patienten wurden ab
20 Uhr niichtern gehalten. Patienten der Therapiegruppe wurden nach
Einwilligung der Besitzer auf die Intensivstation der MTK verbracht, um dort die
erste i.t.-Injektion der immunologischen Gentherapie zu erhalten. Fiir die

Patienten der Therapiegruppe wurde dieser Tag als Tag -14 definiert.
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5.2. Studienmedikament

Die Plasmide pS5pCMV _ivs_fell.-2, pS5pCMV ivs_felFN-y und
p5S5pCMV ivs feGM-CSF wurden als nonvirale Vektoren zum Gentransfer
eingesetzt. Die Gene fiir diese drei Zytokine wurden in einer Vorgéngerstudie aus
peripheren mononukledren Blutzellen isoliert, kloniert und in ein Vektorplasmid
integriert. Die Expression der therapeutischen Gensequenzen unterlag der
Kontrolle des Promotors des humanen Cytomegalievirus (CMV-Promotor)
(SCHWARZ et al, 2007). Die so gewonnenen Plasmide wurden als
Ausgangsmaterial zur industriellen Herstellung verwendet. Die drei Plasmide
lagen in wéssriger Losung vor, je in einer Konzentration von 5,0 mg Plasmid pro
1,0 ml Wasser (PlasmidFactory GmbH und Co KG; Bielefeld; Deutschland). Zur
Herstellung der Injektionslosung wurden mittels Mikropipette 150 pg Plasmid
kodierend fiir felL-2, 450 pg Plasmid kodierend fiir feIlFN-y und 750 pg Plasmid
kodierend fiir feGM-CSF in 0,9 %ige Natriumchlorid (NaCl)-Losung (B. Braun
Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) iiberfiihrt. Das Gesamtvolumen der
Plasmidlosung betrug 250 pl. In einem zweiten Schritt wurden transMAG™
(Chemicell; Berlin; Deutschland), vorliegend in einer Konzentration von 60,0 mg
auf 1,0 ml Wasser, in dquivalenter Menge zur Plasmidlosung in Wasser zu
Injektionszwecken (B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) dilutiert.
Die transMAG™™-Losung wurde mittels Mikropipette in die Plasmidlosung
tiberfiihrt und gemischt. Das Gesamtinjektionsvolumen der Losung betrug 500 pl.

5.3. Intratumorale Injektion und Magnetofektion

Nach Rasur und Hautdesinfektion (Octenisept®; Schiilke & Mayr GmbH;
Norderstedt; Deutschland) erfolgte in der Therapiegruppe an Tag -14 und Tag -7
die i.z.-Injektion der immunologischen Gentherapie. Nach der Injektion wurde ein
Nd-Fe-B-Magnet (NeoDeltaMagnet NE2010; IBS Magnet; Berlin; Deutschland)
mittels medizinischem Klebeband auf dem Tumor fixiert und verblieb dort zur
Erzeugung eines Magnetfelds fiir 60 Minuten. Wéhrend der gesamten Zeit der
Magnetofektion wurden die Patienten von Fachpersonal iiberwacht, um ggf.
auftretende Nebenwirkungen zu dokumentieren und zu therapieren. Nach der
Magnetofektion wurden die Patienten nach Hause entlassen. Abbildung 4 zeigt
einen Nd-Fe-B-Magneten vor der Applikation, die Abbildungen 5 und 6 einen
Patienten wéhrend der i.z.-Injektion der immunologischen Gentherapie und

wihrend der Magnetofektion.
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Abbildung 4: Ein Neodymium-Eisen-Bor-Magnet zur Magnetofektion.

e

Abbildung 5: Ein Patient wihrend der intratumoralen Injektion der
immunologischen Gentherapie.
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Abbildung 6: Ein Patient wihrend der Magnetofektion. Der Neodymium-
Eisen-Bor-Magnet wird nach Injektion der immunologischen Gentherapie
fiir 60 Minuten auf dem Tumor befestigt.

54. Studientag -7 der Therapiegruppe

Tiere der Therapiegruppe wurden an Tag -7 erneut dem Studienteam vorgestellt.
Nach ausfiihrlicher Anamnese sowie klinischer und spezieller Untersuchung
wurde je ein rotes Blutbild mit Differentialblutbild und ein Serumprofil mit
folgenden Parametern angefertigt: AST, AP, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein,
Albumin, Bilirubin und Glukose. Lagen nach Beurteilung aller Befunde keine
Hinweise auf klinisch relevante Nebenwirkungen der immunologischen
Gentherapie vor, erfolgte die zweite Injektion der immunologischen Gentherapie
nach Vorbild von Tag -14. Alle durchgefiihrten Untersuchungen und Befunde
wurden auf den Untersuchungsbogen fiir Tag -7 (siche Anhang 4) und in Vetera®

dokumentiert und archiviert.

5.5. Studientag 0 der Therapiegruppe

Nach weiteren sieben Tagen wurden die Tiere der Therapiegruppe zur stationdren
Aufnahme vorgestellt. Im zeitlichen Verlauf markierte dieser Tag den Tag 0 der
Therapiegruppe. Nach ausfiihrlicher Anamnese sowie klinischer und spezieller
Untersuchung wurde den Patienten ein peripherer Venenverweilkatheter

(Vasofix®; B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) in die
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V. cephalica antebrachii oder die V. saphena eingelegt und ein rotes Blutbild mit
Differentialblutbild sowie ein Serumprofil nach Vorbild von Tag -7 angefertigt.
Ab 20 Uhr dieses Tages wurden die Patienten niichtern gehalten. Alle erhobenen
Befunde und  durchgefiihrten  Untersuchungen  wurden auf  den
Untersuchungsbogen fiir Tag 0 (sieche Anhang 5) und in Vetera® dokumentiert

und archiviert.

5.6. Studientag 1 beider Gruppen, Tumoroperation

Studientag 1 stellte fiir Tiere beider Gruppen den Tag der Operation in der CTK
dar. Das gesamte Team der CTK und insbesondere der Chirurg waren im Bezug
auf die Gruppenzugehorigkeit der Tiere geblindet. Prae operationem wurden die

Tiere klinisch untersucht und auf die Anésthesie vorbereitet.

In der Abteilung fiir Anidsthesie der CTK wurden die Tiere zundchst mit
Piritramid  (Dipidolor® Injektionslosung; Janssen-Cilag GmbH; Neuss;
Deutschland) 0,1 mg/kg Korpergewicht (KGW) iv. oder Buprenovet
(Buprenovet; Bayer Vital GmbH; Geschéftsbereich Tiergesundheit; Leverkusen;
Deutschland) 10 pg/kg KGW iv. analgetisch primediziert und anschlieBend
andsthesiert. Zur Narkoseeinleitung wurde Midazolam (Midazolam; B. Braun
Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) 0,2 mg/kg KGW i.v. und Propofol
(Narcofol®; CP-Pharma GmbH; Burgdorf; Deutschland) 4 mg/kg KGW i.v.
verwendet. Zum Erhalt der Andsthesie wurde eine Inhalationsnarkose mit einem
Gasgemisch aus Isofluran (Isoba®; Essex Pharma; Miinchen; Deutschland) und
Sauerstoff herangezogen. Tiere, bei denen Prof. Kostlin nach Adspektion und
Palpation des Tumorgebietes die Durchfithrung bildgebender Diagnostik
angeordnet hatte, wurden in der Abteilung fiir Radiologie der CTK mittels CT
untersucht. In Ubereinstimmung mit dem zustindigen Radiologen wurde das
Ausmal} des chirurgischen Eingriffs bestimmt. Bei der anschlieBenden Operation
erfolgte die aggressive en bloc-Resektion der Tumoren mit einem
Sicherheitsabstand von 3 cm zu allen Seiten und einer gesunden Gewebeschicht in
der Tiefe. Der Wundverschluss erfolgte in drei Schichten. Die exstirpierten
Tumoren wurden filir die histopathologische Untersuchung am kranialen
Schnittrand mit einem Fadenheft versehen. Abkratzpriparate aus der Mitte der
Tumoren wurden angefertigt, nach WRIGHT geférbt und zytologisch beurteilt. Es
folgte die Markierung der Schnittflichen sowie der Schnittrinder der Tumoren

mit histologischer Gewebefarbe (CDI's Tissue Marking Dye Black; Birmingham;
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Michigan; USA) und die Konservierung der Exstirpate in 4 %igem Formalin. Die
Tumoren wurden, zusammen mit je einem Untersuchungsantrag (siche
Anhang 6), zur Untersuchung an das Institut fiir Tierpathologie der Tierdrztlichen
Fakultidt der LMU gesendet. Die histologische Untersuchung erfolgte nach dem
Vorbild von COUTO und Mitarbeitern, die die Tumoren nach den Kriterien
Zellmorphologie, Nekrose und Mitoserate beurteilten (COUTO et al., 2002). Die
Abbildungen 7, 8 und 9 =zeigen einen Studienpatienten in Narkose prae

operationem, einen exstirpierten Tumor und einen Patienten nach der Operation.
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Abbildung 7: Ein Patient bei der Vorbereitung zur Operation. Das Maf3band
dient zur Darstellung der Groflenverhiltnisse.
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Abbildung 8: Ein exstirpiertes felines injektionsassoziiertes Sarkom. Das
Fadenheft dient zur Markierung des kranialen Schnittrands.

!

ik LT
Abbildung 9: Ein Patient nach der Tumoroperation. Die Linge der Naht
betrigt in diesem Fall 21 cm.
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Nach Abfluten der Anédsthesie wurden die Patienten zuriick auf die Intensivstation
der MTK verbracht. Die postoperative Therapie bestand aus Infusionstherapie mit
Sterofundin ISO (B. Braun Melsungen AG; Melsungen; Deutschland) 3,5 ml/kg
KGW/h i.v., Wund- oder Druckverband und adidquater Analgesie. Je nach
Schmerzhaftigkeit der Patienten wurde eine Monotherapie gewdhlt oder eine
Kombination aus folgenden Analgetika herangezogen: Buprenovet (Buprenovet;
Bayer Vital GmbH; Geschiftsbereich Tiergesundheit; Leverkusen; Deutschland)
10 pg/kg KGW dreimal téglich i.v., Metamizol (Vetalgin®; Intervet Deutschland
GmbH; UnterschleiBheim, Deutschland) 30 mg/kg KGW 1:10 verdiinnt bis zu
dreimal téglich iv., Fentanyl-Dauertropfinfusion (Fentanyl-HEXAL®; hameln
pharmaceuticals GmbH; Hameln; Deutschland) 2,5 pg/kg KGW/h i.v. oder
transkutane Fentanyl-Pflaster (Fentanyl-1A-Pharma® 12 pg/h Matrixpflaster;
Oberhaching; Deutschland). Zur antibiotischen Abdeckung der Patienten wurde
Amoxicillin-Clavulansdure ~ (Augmentan®;  GlaxoSmithKline; ~ Miinchen;
Deutschland) 12,5 mg/kg KGW zweimal taglich i.v. verwendet. Vorgehen und
Befunde wurden auf den Untersuchungsbdgen fiir Tag 1 (sieche Anhang 7) und in

Vetera® dokumentiert und archiviert.

5.7. Studientag 2, Entlassung der Patienten

Nach intensiver Uberwachung iiber Nacht wurden die Patienten an Tag?2 der
Studie klinisch untersucht. Anschliefend wurde das Wundgebiet adspektorisch
und palpatorisch auf Wundheilungsstorungen, Infektionen oder Ansammlungen
von Fliissigkeit untersucht. Labordiagnostische Untersuchungen umfassten je ein
Blutbild mit Differentialblutbild und bei zusitzlichen Fragestellungen ein
Serumprofil. Die Entlassung der Patienten erfolgte, wenn keine schwerwiegenden
Storungen des Allgemeinbefindens oder Verdnderungen der labordiagnostischen
Parameter vorlagen. Die medikamentdose Therapie fiir zuhause bestand aus
Amoxicillin-Clavulansdure (Synulox®; Pfizer; Berlin; Deutschland) 12,5 mg/kg
KGW zweimal téglich per os (p.o.) iiber fiinf Tage und einem Analgetikum.
Meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG;
Ingelheim am Rhein; Deutschland) sollte mit einer Dosierung von 0,1 mg/kg
KGW am ersten Applikationstag, gefolgt von 0,05 mg/kg KGW fiir vier weitere
Tage einmal tiglich verabreicht werden. Auf den Untersuchungsbdgen fiir Tag 2
(siche Anhang 8) und in Vetera® wurden alle Befunde, Untersuchungen und

Medikamentenabgaben dokumentiert und archiviert.
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5.8. Zeitlicher Ablauf des weiteren Beobachtungszeitraums

Die erste Wiedervorstellung sowohl der Patienten der Therapie- als auch der
Kontrollgruppe erfolgte an Tag 14 post operationem. Im weiteren Verlauf der
Studie wurden die Patienten zur Untersuchung des Remissionsstatus an den Tagen
45, 90, 180 und 270 zu Kontrolluntersuchungen vorgestellt. Bis einschlieSlich
Tag 90 wurden die Patienten speziell auf Toxizititen der immunologischen
Gentherapie untersucht. An Tag 14 wurden die Fiden aus dem Wundgebiet
entfernt. Die Untersuchungen zu Tag 14, 45, 90, 180 und 270 beinhalteten dariiber
hinaus je eine genaue Anamneseerhebung, eine klinische Untersuchung und eine
spezielle Untersuchung zur Evaluierung des Remissionsstatus mit Adspektion und
Palpation des Wundgebietes. Zusitzlich wurde bei jedem Besuch je ein rotes
Blutbild mit Differentialblutbild und ein Serumprofil, bestehend aus
AST-Aktivitdt, AP-Aktivitdt, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein, Albumin,
Bilirubin und Glukose, angefertigt. Weiterfilhrende Untersuchungen (z. B.
bildgebende Diagnostik) wurden bei Bedarf zusdtzlich durchgefiihrt. Fiir alle
Studientage lagen Untersuchungsbdgen vor, auf denen die jeweiligen Befunde der
Studienbesuche dokumentiert und archiviert wurden (siehe Anhinge 9, 10, 11, 12
und 13). Die digitale Dokumentation in Vetera® wurde ebenfalls weitergefiihrt.
Weitere Kontrolltermine auf3erhalb des Studienplans waren jederzeit moglich und
erwiinscht, beispielsweise wenn Besitzer den Verdacht auf ein Rezidiv duflerten.
Die  Befunde  dieser = Untersuchungen  wurden  auf  gesonderten
Untersuchungsbogen (siche Anhang 14) und in Vetera® dokumentiert und

archiviert.

5.9. Studientag 360, Abschlussuntersuchung

Die Untersuchung zu Tag 360 markierte die Abschlussuntersuchung der Studie
nach dem Vorbild der vorangegangenen Kontrolluntersuchungen. Zusétzlich
wurden digitale Rontgenbilder des Thorax in drei Ebenen angefertigt und eine
sonographische Untersuchung des Abdomens durchgefiihrt, um den Status der
Patienten im Hinblick auf Fernmetastasen zu erheben. Die Ergebnisse der
Untersuchung wurden auf den entsprechenden Untersuchungsbogen (siche
Anhang 15) und in Vetera® dokumentiert und archiviert. Tabelle 3 zeigt

nochmals den gesamten zeitlichen Studienablauf.
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Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Studie

Tag Therapiegruppe Kontroligruppe
Aufnahmeuntersuchung
klinische Untersuchung
spezielle Untersuchung
Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
Tag-14 | oy rely
Réntgen Thorax
Ultraschall Abdomen
1. Injektion + Magnetofektion
klinische Untersuchung
Tag -7 spezi_elle L_Jntersu_chung _ _
Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
2. Injektion + Magnetofektion
Aufnahmeuntersuchung
klinische Untersuchung
klinische Untersuchung, spezielle Untersuchung
Tag 0 spezielle Untersuchung, Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie FIV, FeLV
Rontgen Thorax
Ultraschall Abdomen
Tag 1 Operation Operation
klinische Untersuchung klinische Untersuchung
Tag 2 spezi_elle Qntersu_chung _ spezi_elle Qntersu_chung _
Blutbild, Differentialblutbild Blutbild, Differentialblutbild
Entlassung Entlassung
klinische Untersuchung klinische Untersuchung
Tag 14 spezi_elle U_ntersu_chung _ _ spezi_elle U_ntersu_chung _ _
Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
Fadenziehen Fadenziehen
Tag45 | .
Tag 90 klinische Untersuchung klinische Untersuchung
spezielle Untersuchung spezielle Untersuchung
Tag 180 | gjyild, Differentialblutbild, Serumchemie Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
Tag 270
klinische Untersuchung klinische Untersuchung
spezielle Untersuchung spezielle Untersuchung
Tag 360 Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie Blutbild, Differentialblutbild, Serumchemie
Rontgen Thorax Rontgen Thorax
Ultraschall Abdomen Ultraschall Abdomen

FIV: Antikorpertest auf Felines Immundefizienzvirus; FeLV: Antigentest auf
Felines Leukimievirus

5.10. Vorgehen bei Verdacht auf ein lokales Tumorrezidiv

Entsprechend der Definition wurde ein FISS, das an oder im Bereich der
Operationsnaht, im Bereich des Operationssitus oder in der Unterhaut der zuvor
betroffenen Korperregion auftrat, als Rezidiv gewertet. Bei Verdacht auf ein
Tumorrezidiv wurden nach einer speziellen Untersuchung des Tumorgebietes
zunidchst FNAC aus der verddchtigen Umfangsvermehrung entnommen, nach
WRIGHT gefarbt und mikroskopisch beurteilt. Konnte mittels zytologischer
Untersuchung keine definitive werden, wurde eine

Diagnose gestellt

Biopsieentnahme mit histopathologischer Untersuchung durchgefiihrt.
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5.11. Vorgehen bei Verdacht auf Fernmetastasen

Als Fernmetastase eines FISS wurde eine pathologische Verdnderung gewertet,
deren klinisches Bild mit einer metastatischen Erkrankung zu vereinbaren war
oder deren histopathologische Untersuchung ein FISS bestitigte. Bei
anamnestisch oder klinisch vorliegendem Verdacht auf Metastasen wurde mit
Hilfe bildgebender Diagnostik und ggf. zytologischer Untersuchung von FNAC
die Diagnose gestellt. Im Todesfall wurden die Tiere, wann immer mdoglich, einer

Sektion unterzogen.

5.12. Endpunkte der Studie

Als primdrer Endpunkt der Studie galt der Tag der Abschlussuntersuchung
360 Tage nach erfolgter Operation. Fiir Patienten, die vor Tag 360 ein lokales
Tumorrezidiv entwickelten, war die Studie mit dem Zeitpunkt der
Diagnosestellung beendet. Da nach Auftreten von Rezidiven ein erneutes Staging
in einigen Fillen erst Tage spéter stattfand, wurden auch die Zeitpunkte der
Feststellung von Fernmetastasen im Zusammenhang mit der Rezidivierung
dokumentiert. Traten Fernmetastasen ohne lokale Rezidivierung bei Patienten auf,
wurden diese bis Tag 360 weiter auf eine lokale Rezidivierung beobachtet, sofern
Allgemeinbefinden der Patienten und Compliance des Besitzers dies erlaubten.
Patienten, die eine zweite Neoplasie oder eine andere lebensbedrohliche
Erkrankung entwickelten, wurden ebenfalls bis Tag 360 beobachtet, insofern der
Tod nicht vorher eintrat. Patienten, die auf Grund anderer Ursachen ohne
Anzeichen auf lokale Rezidivierung oder Metastasenbildung wéhrend des
Studienzeitraumes verstarben, wurden in die Studienauswertung integriert. Bei
Auftreten von nachtréglichen Ausschlusskriterien wurden die Patienten von der
Auswertung ausgeschlossen und durch neue Studienteilnehmer entsprechend der

Randomisierung ersetzt.

6. Studienauswertung

Da in dieser Studie das Verfahren der Blockrandomisierung angewendet wurde,
war das Vorliegen von homogenen, strukturgleichen Gruppen in Therapie- und
Kontrollgruppe gewihrleistet. Fiir jeden Patienten, der in die Therapiegruppe
randomisiert wurde, wurde ein Patient mit identischen Tumorcharakteristika in die

Kontrollgruppe aufgenommen. So war zum Zeitpunkt des Studienendes gesichert,
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dass gleich groBe und vergleichbare Gruppen bestanden.

6.1. Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe

Zusitzlich zur Blockrandomisierung, die die Vergleichbarkeit im Hinblick auf die
Tumorparameter garantierte, wurden weitere Populationsmerkmale in beiden
Gruppen miteinander verglichen. Die Ahnlichkeit zwischen Therapie- und
Kontrollgruppe wurde fiir die Parameter Alter, Gewicht, Geschlecht und

Tumorlokalisation statistisch iiberpriift.

Die Gesamtpopulation wurde zunichst mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf
das Vorliegen einer Normalverteilung fiir die Parameter Alter und Gewicht
untersucht, gefolgt von einem Vergleich der jeweiligen Mittelwerte beider
Gruppen durch den t-Test fiir unabhiingige Stichproben. Die Ahnlichkeit zwischen
Therapie- und Kontrollgruppe im Bezug auf die Geschlechterverteilung wurde
anhand des Chi-Quadrat-Tests {iberpriift. Der statistische Vergleich der
Tumorlokalisationen in beiden Studiengruppen wurde hingegen mit dem exakten
Test nach FISHER gefiihrt. Fiir alle statistischen Auswertungen wurde ein p-Wert
von < 0,05 als statistisch signifikant definiert. Die Analysen wurden mit Hilfe von
Statistiksoftware durchgefiihrt (SPSS® Version 18; SPSS Incorporation; Chicago;
Illinois; USA).

6.2. Dokumentation und Bewertung von Nebenwirkungen

Zur Beurteilung der Toxizitdt der immunologischen Gentherapie wurden die
Patienten bis einschlieBlich Tag 90 der Studie iiberwacht. Mogliche,
therapiebedingte Nebenwirkungen wurden nach der Common Terminology
Criteria for Adverse Events (CTCAE) der Veterinary Co-operative Oncology
Group (VCOG) bewertet (VAIL, 2004). Diese Terminologie, von einer
internationalen Fachgruppe fiir onkologische Therapie bei Hunden und Katzen
verOffentlicht, entstand 2004, modifiziert nach der humanmedizinischen
Terminologie. In diesem Dokument wurden anhand verschiedener
pathophysiologischer Zustinde und Untersuchungsparameter Nebenwirkungen
beschrieben und deren Schwere in fiinf Grade eingeteilt. Grad 1 entspricht einer
milden Nebenwirkung, Grad 5 beschreibt hingegen eine todliche Nebenwirkung.
Fiir bestimmte Nebenwirkungen wurden weniger als fiinf Schweregrade definiert.
Anhang 16 zeigt die Untersuchungsparameter, die in der vorliegenden Studie nach

VCOG-CTCAE bewertet wurden. Untersuchungsparameter, die in der CTCAE-
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Tabelle nicht beschrieben sind, wurden selbst nach dem Vorbild dieser
Terminologie definiert (siche Anhang 17). Die Befunde sowohl der Therapie- als
auch der Kontrollgruppe wurden dokumentiert und je einem Schweregrad
zugeordnet. Innerhalb der Therapiegruppe wurden die Schweregrade der Befunde
der Studientage -7, 0, 14, 45 und 90 als Verlaufsbeurteilung mit den
Schweregraden der Befunde von Studientag -14 verglichen. Der Wilcoxon-Test
diente hierbei zur Untersuchung auf statistisch signifikante Unterschiede. Dariiber
hinaus wurden die Schweregrade der Befunde der Therapiegruppe mit denen der
Kontrollgruppe verglichen. Dazu wurden die Befunde von Tag -14 der
Therapiegruppe mit denen von Tag 0 der Kontrollgruppe verglichen, weiterhin die
Schweregrade von Tag 14 der Therapiegruppe mit denen von Tag 14 der
Kontrollgruppe. Dies wurde fiir die Tage 45 und 90 weitergefiihrt. Als
statistischer Test auf signifikante Unterschiede diente hierbei der Mann-Whitney-
Test. Auch fiir diese Auswertungen wurde ein p-Wert von < 0,05 als statistisch
signifikant definiert. Die Analysen wurden mittels Statistiksoftware durchgefiihrt
(SPSS® Version 18; SPSS Incorporation; Chicago; Illinois; USA).

6.3. Statistische Analyse der Effektivitit

Zur statistischen Auswertung der Effektivitdt der immunologischen Gentherapie
wurde eine Uberlebenszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche anhand des Log-Rank-
Tests durchgefiihrt. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Kaplan-Meier-
Funktionen. Testkriterium war die lokalrezidivfreie Zeit ab Tag 1 im Vergleich
zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Diese wurde, im Falle eines Rezidivs,
exakt anhand des Datums der Diagnosestellung berechnet. Tiere, die ohne lokale
Rezidivierung auf Grund anderer Erkrankungen starben, wurden zensiert. Das
alleinige Auftreten von Fernmetastasen ohne lokales Rezidiv stellte keinen Anlass
zur Zensur dar, sofern die Beobachtung des Tumorgebiets weiter gewadhrleistet
war. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Auch fiir
die je vier Randomisierungsblocke, die durch die Stratifizierung geschaffen
wurden, wurden innerhalb der Therapie- und der Kontrollgruppe Kaplan-Meier-
Funktionen erstellt. Da diese Beschreibung der Blocke nur deskriptiver Natur war,
wurde kein Log-Rank-Test zum statistischen Vergleich der Funktionen
durchgefiihrt. Der Log-Rank-Test und die Kaplan-Meier-Funktionen wurden mit
Statistiksoftware angefertigt (SPSS® Version 18; SPSS Incorporation; Chicago;
[linois; USA).
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IV. ERGEBNISSE

1. Patientenpopulation

Das endgiiltige Patientengut der vorliegenden Studie umfasste 25 Katzen in der
Therapiegruppe und 25 Katzen in der Kontrollgruppe. Weitere sieben Katzen
mussten wéhrend des Studienverlaufs nachtriglich ausgeschlossen werden. Die
Griinde waren in drei Fillen Inoperabilitdt (Patienten # 690, # 716 und # 747), in
zwei Fillen der histopathologische Nachweis, dass kein Sarkom bei den Patienten
vorlag (einmal kutanes Hamangiom bei Patient # 732, einmal granulierende
Entziindung bei Patient # 668). Jeweils eine Katze wurde auf Grund einer
Kortisoninjektion (Patient # 667) und Exitus am Tag der OP infolge chirurgischer

Komplikationen (Patient # 675) von der Studie ausgeschlossen.

1.1. Therapiegruppe

Zwischen dem 29.10.2008 und dem 09.03.2010 erfiillten 25 Tiere in der
Therapiegruppe alle Einschlusskriterien und verblieben in der Studie, da auf diese
Patienten kein nachtrigliches Ausschlusskriterium zutraf. Tabelle 4 zeigt die

Patienten der Therapiegruppe im Uberblick.

Einundzwanzig Patienten waren Europdisch Kurzhaarkatzen (84 %), zwei Katzen
waren Europdisch Langhaar (8 %). Jeweils eine Katze war eine Norwegische
Waldkatze bzw. ein Maine Coon-Mix (je 4 %). Acht Katzen waren weiblichen
Geschlechts (32 %), 17 waren médnnlichen Geschlechts (68 %). Alle Katzen der
Therapiegruppe  waren  ovariohysterektomiert  bzw.  kastriert.  Das
Durchschnittsalter betrug 10,1 Jahre mit einem Minimum von sechs Jahren und
einem Maximum von 16 Jahren. Das Durchschnittsgewicht der Patienten lag bei
4,9 kg mit einem Minimum von 3,3 kg und einem Maximum von 7,9 kg. Fiinf
Patienten zeigten kleine Primirtumoren (20 %), neun Patienten litten unter grof3en
Primirtumoren (36 %). Vier Katzen zeigten kleine Rezidive (16 %) und sieben
Katzen groflie Rezidive (28 %). Unter den rezidivierten Tumoren waren neun
Katzen mit ihrem ersten Rezidiv, zwei Katzen litten unter dem zweiten
Tumorrezidiv. Einundzwanzig Katzen hatten einen singuldren Tumor (84 %),

jeweils zwei Katzen zeigten zwei oder multiple Tumoren (jeweils 8 %).
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die Therapiegruppe
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1 640 | mk 11 | EKH | 4,60 Thoraxwand links RG 2 1
2 642 | wk 13 | EKH | 4,40 Thoraxwand links RG 1 | mult.
3 644 | wk 9 EKH | 3,70 Thoraxwand links RK 1 1
4 645 | mk | 11 | ELH | 5,30 Thoraxwand rechts PG | PT 1
5 | 647 | wk | 11 | EKH | 4,15 interskapular RG 2
6 656 | mk 11 | EKH | 4,50 Thoraxwand rechts RK 1
7 | 657 | mk | 10 | EKH | 3,80 interskapuléar PG | PT 1
8 662 | wk | 10 | EKH | 5,90 Thoraxwand rechts PK | PT 1
9 665 | mk 8 EKH | 4,70 Thoraxwand rechts RG 1 |mult.
10 | 666 | mk 6 EKH | 5,50 Thoraxwand rechts PK | PT 1
11 | 669 | mk | 10 | EKH | 5,30 Thoraxwand links RK 2 1
12 | 684 | mk 7 EKH | 5,37 Thoraxwand rechts PK | PT 1
13 | 693 | wk | 15 | ELH |3,30 kaudal des PG | PT | 1
Interskapularraums, median
14 | 701 | wk | 13 | EKH | 4,52 Bauchwand rechts PK | PT 1
15 | 705 | mk 9 EKH | 5,20 Thoraxwand rechts RK 1 1
16 | 707 | mk | 8 |EKH |5,50 kaudal des . PG | PT | 1
Interskapulérraums, median
17 | 714 | mk | 10 | EKH | 4,15 Bauchwand rechts PG | PT 1
18 | 715 | mk 8 | EKH | 6,95 Hals RG 1 1
19 | 720 | mk 13 | EKH | 5,00 Thoraxwand links PK | PT 1
20 | 725 | mk | 10 | EKH | 4,50 Thoraxwand rechts PG | PT 1
21 | 730 | wk 9 |[NWK]|4,10 Thoraxwand rechts PG | PT 1
22 | 740 | mk | 8 |EKH |5,16 kaudal des . PG | PT | 1
Interskapulérraums, median
23 | 742 | mk 6 | EKH | 7,90 interskapuléar RG 1
24 | 748 | mk | 10 |MCM| 4,20 interskapuléar RG 1
25 | 753 | wk 16 | EKH | 3,98 Thoraxwand rechts PG | PT 2

Nr.: Nummer; kg: Kilogramm; mk: minnlich kastriert; wk: weiblich
kastriert; EKH: Europiisch Kurzhaar; ELH: Europiisch Langhaar; NWK:
Norwegische Waldkatze; MCM: Maine Coon-Mix; PK: Primirtumor klein;
PG: Primirtumor grofl; RK: Rezidiv klein; RG: Rezidiv grofi; PT:
Priméiirtumor; mult.: multiple
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Mit zehn Tumoren reprisentierte die rechte Brustwand die héufigste
Tumorlokalisation (40 %). Interskapuldr waren vier Tumoren (16 %) und kaudal
des Interskapuldrraums in der Medianen drei Tumoren (12 %) lokalisiert. An der
linken Brustwand waren lediglich fiinf Tumoren lokalisiert (20 %). An der rechten
Bauchwand wurden bei zwei Katzen Tumoren beobachtet (8 %) und eine Katze

zeigte den Tumor am Hals kranial der Skapula (4 %).

1.2. Kontrollgruppe

Im identischen Zeitraum erfiillten &dquivalent zur Therapiegruppe 25 Tiere in der
Kontrollgruppe alle Einschlusskriterien und verblieben in der Studie, da auf diese
Patienten kein nachtrigliches Ausschlusskriterium zutraf. Tabelle 5 zeigt die

Patienten der Kontrollgruppe im Uberblick.

Vierundzwanzig Katzen (96 %) waren Europdisch Kurzhaarkatzen, eine weitere
Katze war eine Perserkatze (4 %). Dreizehn Katzen waren weiblichen Geschlechts
(52 %), zwolf minnlichen Geschlechts (48 %). Alle Katzen der Kontrollgruppe
waren ovariohysterektomiert bzw. kastriert. Das mittlere Alter der Tiere betrug
8,6 Jahre mit einem Minimum von zwei Jahren und einem Maximum von
15 Jahren. Das durchschnittliche Gewicht betrug 4,8 kg mit einem Minimum von
2,8 kg und einem Maximum von 6,6 kg. Durch die Blockrandomisierung
entsprachen die Fallzahlen in den jeweiligen Blocken genau denen der
Therapiegruppe. So hatten fiinf Patienten kleine Primértumoren (20 %), neun
Patienten litten unter groen Primdrtumoren (36 %). Vier Katzen zeigten kleine
Rezidive (16 %) und sieben Katzen grofe Rezidive (28 %). In der Gruppe der
Patienten mit Rezidiven litten neun Katzen unter ihrem ersten Rezidiv, zwei
Katzen hatten bereits das zweite Rezidiv. Einundzwanzig Katzen zeigten
singuldre Tumoren (84 %), eine Katze zeigte zwei Tumoren (4 %), eine Katze litt
unter drei Tumoren (4 %) und zwei weitere Patienten trugen multiple Tumoren.
Wie auch in der Therapiegruppe war die rechte Brustwand mit zehn Tumoren die
haufigste Lokalisation (40 %). Drei Tumoren befanden sich interskapulér (12 %),
zwel Tumoren kaudal des Interskapuldrraums in der Medianen (8 %) und vier
Tumoren an der linken Brustwand (16 %). Eine Katze zeigte den Tumor an der
rechten Bauchwand (4 %), zwei weitere Katzen hatten den Tumor an der linken
Bauchwand (8 %). Bei zwei Tieren war der Tumor auf Hohe des Beckens
lokalisiert (8 %) und eine Katze hatte den Tumor am Hals kranial der Skapula

(4 %).



Ergebnisse 65

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Kontrollgruppe
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1 |651| wk | 13 |EKH| 3,50 Becken PG | PT 1
2 | 652 | mk 7 |EKH| 4,60 interskapular PK | PT 1
3 659 | mk | 10 |EKH | 4,80 Thoraxwand rechts PG | PT 2
4 660 | mk | 12 |EKH| 6,13 Thoraxwand rechts PG | PT 1
5 663 | mk 4 |EKH| 6,10 Thoraxwand links PK | PT 1
6 664 | wk 14 |Perser| 3,80 Thoraxwand rechts RG 1 |mult.
7 | 670 | mk | 15 |EKH| 3,90 interskapulér RG 1 1
8 677 | wk | 13 |EKH| 2,96 Thoraxwand rechts RK 1 |mult.
9 681 | mk 6 |EKH]| 6,60 Thoraxwand rechts RG 1 1
10 | 685 | wk | 9 |EKH|6,19 kaudal des . RG| 2 | 3

Interskapularraums, median
11 | 695 | wk 3 |EKH | 4,40 Hals PG | PT 1
12 | 696 | wk 2 |EKH| 3,90 Thoraxwand links RG 1 1
13 | 697 | wk 7 |EKH|5,30 Thoraxwand links RK 1
14 {699 | mk | 14 |EKH| 6,60 Thoraxwand rechts RG 1 1
15 | 700 | wk 6 |EKH]| 3,20 Thoraxwand links PK | PT 1
16 | 703 | wk 9 |EKH| 2,83 Thoraxwand links PK | PT 1
17 | 708 | wk 12 |EKH | 4,85 Bauchwand rechts RK 2 1
18 | 717 | mk | 10 |EKH| 6,51 interskapuléar PG | PT 1
19 | 718 | mk 9 |EKH| 5,00 Becken PG | PT 1
20 | 737 | wk 4 |EKH|4,25 Bauchwand links PG | PT 1
21 | 738 | wk 5 |EKH| 4,74 Thoraxwand rechts RG 1 1
22 | 739 | mk 6 |EKH]| 4,80 Thoraxwand rechts PG | PT 1
23 | 745 | wk 10 |EKH | 3,50 Thoraxwand rechts PK | PT 1
24 | 746 | mk | 9 |EKH|5,17 kaudal des . PG | PT | 1
Interskapularraums, median
25 | 757 | mk 7 |EKH|5,17 Thoraxwand rechts RK 1 1

Nr.: Nummer; kg: Kilogramm; mk: minnlich kastriert; wk: weiblich
kastriert; EKH: Europiisch Kurzhaar; ELH: Europiisch Langhaar; NWK:
Norwegische Waldkatze; MCM: Maine Coon-Mix; PK: Primirtumor klein;
PG: Primirtumor grofl; RK: Rezidiv klein; RG: Rezidiv grofi; PT:
Priméiirtumor; mult.: multiple
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2. Vergleich beider Gruppen

Die durch Blockrandomisierung geschaffenen Gruppen waren gleich grof3 und
strukturgleich. Tabelle 6 zeigt die Strukturgleichheit der Therapie- und der
Kontrollgruppe im Detail. Dies wird in Abbildung 10 grafisch dargestellt.

Tabelle 6: Strukturgleichheit beziiglich der Fallzahlen pro Block in
Therapie- und Kontrollgruppe nach Blockrandomisierung

Block Therapiegruppe Kontrollgruppe
»Primartumor klein“ 5 5
»Primartumor groR“ 9 9

,Rezidiv klein“ 4 4
»Rezidiv groB“ 7 7
Therapiegruppe Kontrollgruppe

Abbildung 10: Grafische Darstellung der Strukturgleichheit beziiglich der
Fallzahlen pro Block in Therapie- und Kontrollgruppe nach
Blockrandomisierung: Je fiinf kleine Priméirtumoren (dunkelblau); je neun
grofie Primirtumoren (hellblau); je vier kleine Rezidive (hellgriin); je sieben
grofe Rezidive (dunkelgriin).
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2.1. Merkmal Alter der Gesamtpopulation

Fiir das Merkmal Alter der Gesamtpopulation ergab sich ein Mittelwert von
9,4 Jahren. Unter Verwendung des Kolmogorow-Smirnow-Tests konnte die
Normalverteilungsannahme fiir die Gesamtpopulation mit einem p-Wert von
0,689 bestitigt werden. Abbildung 11 zeigt die Verteilung des Merkmals Alter in

der Gesamtpopulation.

2.2 Vergleich beider Gruppen nach Alter

Innerhalb der Therapiegruppe ergab sich fiir das Alter ein Mittelwert von
10,1 Jahren, innerhalb der Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert von
8,6 Jahren. Der t-Test bei unabhédngigen Stichproben zum Vergleich der
Mittelwerte ergab einen p-Wert von 0,114. Folglich waren beide Gruppen im
Bezug auf die Variable Alter noch miteinander vergleichbar. Abbildung 12 zeigt
die Verteilung des Alters in beiden Gruppen gegeniibergestellt.

107

=
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Abbildung 11: Normalverteilung des Alters in der Gesamtpopulation.
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Abbildung 12: Altersverteilung in der Therapiegruppe (unten) und der
Kontrollgruppe (oben).

2.3. Merkmal Gewicht der Gesamtpopulation

Es ergab sich ein Mittelwert von 4,8 kg fiir das Gewicht in der Gesamtpopulation.
Ein p-Wert von 0,872 im Kolmogorow-Smirnow-Test bestétigte die
Normalverteilungsannahme. Abbildung 13 zeigt die Verteilung des Merkmals

Gewicht in der Gesamtpopulation.

24. Vergleich beider Gruppen nach Gewicht

In der Therapiegruppe errechnete sich ein Mittelwert flir das Gewicht von 4,9 kg,
in der Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert von 4,8 kg. Mit einem p-Wert von
0,709 im t-Test zum Vergleich der Mittelwerte bei unabhéngigen Stichproben war
die Vergleichbarkeit der beiden Gruppen gegeben. Abbildung 14 zeigt die
Verteilung des Gewichts in beiden Gruppen gegeniibergestellt.
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Abbildung 13: Normalverteilung des Gewichts in der Gesamtpopulation.
kg: Kilogramm
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Abbildung 14: Gewichtsverteilung in der Therapiegruppe (unten) und der
Kontrollgruppe (oben). kg: Kilogramm
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2.5. Vergleich beider Gruppen nach Geschlecht

Innerhalb der Therapiegruppe waren acht Katzen weiblichen Geschlechts und
17 Katzen mannlichen Geschlechts. Die Kontrollgruppe setzte sich aus 13 Katzen
weiblichen Geschlechts und zwdlf Katzen ménnlichen Geschlechts zusammen. In
beiden Gruppen handelte es sich stets um ovariohysterektomierte bzw. kastrierte
Tiere. Der Chi-Quadrat-Test ergab einen p-Wert von 0,152, die Gruppen waren
als vergleichbar anzusehen. Tabelle 7 stellt die Verteilung der Geschlechter in
beiden Gruppen dar.

Tabelle 7: Verteilung der Patienten innerhalb der Therapie- und
Kontrollgruppe nach Geschlecht

Geschlecht Therapiegruppe Kontrollgruppe
weiblich kastriert 8 13
ménnlich kastriert 17 12
2.6. Vergleich beider Gruppen nach Tumorlokalisation

Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber die Tumorlokalisationen in der Therapie- und
der Kontrollgruppe. Mit zehn Tumoren war in beiden Gruppen die rechte
Thoraxwand die hdufigste Tumorlokalisation. Der exakte Test nach FISHER
ergab einen p-Wert von 0,821. Somit waren beide Gruppen im Hinblick auf die
Tumorlokalisation vergleichbar.

Tabelle 8: H:iufigkeiten der Tumorlokalisationen in Therapie- und
Kontrollgruppe

Tumorlokalisation Therapiegruppe Kontrollgruppe

interskapular 4 3
kaudal des
.. . 3 2
Interskapuldrraums median

Brustwand rechts 10 10
Brustwand links 5 4
Bauchwand rechts 2 1
Bauchwand links 0 2
Hals 1 1
Becken 0 2
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3. Toxizitat

Die Tabellen 9 und 10 zeigen die verdnderten Untersuchungsbefunde innerhalb
der Therapiegruppe bis Tag 90. Die Ziffern in den Zeilen der Tabelle geben die
Haufigkeit eines Befundes des jeweiligen Schweregrads an. Durch ein friihes
Rezidiv bedingt beendete ein Patient bereits vor Tag 45 die Studie. Zwei weitere
Patienten schieden ebenfalls auf Grund von lokalen Tumorrezidiven vor Tag 90
aus der Studie aus. Die Befunde eines Patienten, bei dem sich an Tag 90 der seit
Tag 70 bestehende Verdacht auf ein Rezidiv bestitigte, flossen fiir den Tag 90 in
die Toxizitdtsauswertung mit ein. Folglich konnten fiir den Tag 45 die Befunde
von 24 und fiir den Tag 90 die Befunde von 22 Tieren in die Untersuchung

einbezogen werden.

Die Tabellen 11 und 12 zeigen entsprechend Tabelle 9 und 10 die verdnderten
Untersuchungsparameter innerhalb der Kontrollgruppe bis Tag 90. Auf Grund des
eigenen Studienzeitplans flir die Tiere der Kontrollgruppe und der sofortigen
Operation nach Aufnahme in die Studie existieren keine Werte fiir die Studientage
-14 und -7. Es traten in der Kontrollgruppe vier friihe Rezidive vor Tag 90 auf. Da
die Studie fiir diese Patienten beendet war, flossen an Tag 90 nur die Befunde von

21 Patienten in die Toxizitdtsauswertung mit ein.
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Tabelle 9: Beobachtungen auf Toxizitit in der Therapiegruppe, Tag -14 bis
Tag 0

Tag -14

n=25 Tag -7 Tag 0

Nebenwirkung Grad Grad Grad

Hamoglobin|
Hamatokrit | 1 1
Thrombozytose 3 1
Thrombozytopenie 2
Leukozytose 1 1
Leukopenie 6 1 5 3 6 1
Monozytose 2 2
Lymphozytose 2 3
Lymphopenie 2 2 2 2 3 1 5 1 2
stab. Neutrophilie 2 1
Neutropenie 4 2 3
Eosinophilie 5 6 1
Basophilie 1 1
AST 1 1
Bilirubin 1 1
Albumin|
Kreatinin 1 5 1 5 1 5 1
Glukose 1 9 2 8 7

Allergische Reaktion

Gewicht | 1 4 7
Lethargie 1 2 4 1
Hyperthermie 2 3 4
Anorexie 1 1 1 1
Vomitus 1 2 3
Diarrhoe 1 1

Konstipation

Blutung assoziiert mit
Operation

Wundheilungsstérung

n : Anzahl Tiere; 7: erhoht; |: erniedrigt; stab.: stabkernige; AST: Aktivitit
der Aspartat-Aminotransferase
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Tabelle 10: Beobachtungen auf Toxizitiit in der Therapiegruppe, Tag 14 bis
Tag 90

Tag 45 Tag 90
Tag 14 n=24 n=22
Nebenwirkung Grad Grad Grad

Hamoglobin| 2 1
Hamatokrit | 11 1 2
Thrombozytose 1 2 1

Thrombozytopenie

Leukozytose 2 1 1 1
Leukopenie 4 1 2 1 5 1
Monozytose 1 1
Lymphozytose 1
Lymphopenie 3 1 1 2 1 2 1
stab. Neutrophilie 1
Neutropenie 1 4 3
Eosinophilie 8 7 5
Basophilie
AST 1 1 1 1
Bilirubin 1
Albumin|
Kreatinin 1 1 1 1 4 1 3 1 1
Glukose 1 5 1 6 1 5 1

Allergische Reaktion

Gewicht | 8 3 5 2 1 4 3
Lethargie 2 1 2 1
Hyperthermie 3 1
Anorexie 1 1 1 1
Vomitus 1 3 1
Diarrhoe 1 2 2
Konstipation 1
Blutung assoziiert mit
Operation
Wundheilungsstérung 3 5 2

n : Anzahl Tiere; 7: erhoht; |: erniedrigt; stab.: stabkernige; AST: Aktivitit
der Aspartat-Aminotransferase
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Tabelle 11: Beobachtungen auf Toxizitit in der Kontrollgruppe, Tag 0

Nebenwirkung

Tag 0
n=25

Grad

Hamoglobin|
Hamatokrit |
Thrombozytose
Thrombozytopenie
Leukozytose
Leukopenie
Monozytose
Lymphozytose
Lymphopenie
stab. Neutrophilie
Neutropenie
Eosinophilie
Basophilie
AST 1
Bilirubin 1
Albumin|
Kreatinin 1
Glukose 1
Allergische Reaktion
Gewicht |
Lethargie
Hyperthermie
Anorexie
Vomitus
Diarrhoe

Konstipation

Blutung assoziiert mit
Operation

Wundheilungsstérung

2 3

n : Anzahl Tiere; 7: erhoht; |: erniedrigt; stab.: stabkernige; AST: Aktivitit

der Aspartat-Aminotransferase
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Tabelle 12: Beobachtungen auf Toxizitit in der Kontrollgruppe, Tag 14 bis
Tag 90

Tag 14 Tag 45 Tag %0
Nebenwirkung Grad Grad Grad
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Hamoglobin|
Hamatokrit | 7 2 1
Thrombozytose 5 1
Thrombozytopenie 1 1
Leukozytose 1 1
Leukopenie 6 2 8 2 3 3
Monozytose 1 1
Lymphozytose 3 3
Lymphopenie 2 2 3 4 3 1 2 2
stab. Neutrophilie 1 1
Neutropenie 3 5 3
Eosinophilie 8 4 4
Basophilie 2
AST 1 1
Bilirubin 1
Albumin|
Kreatinin 1 1 1 1 1
Glukose 1 6 8 5
Allergische Reaktion 1
Gewicht | 6 3 6 1 7
Lethargie 2 1 1
Hyperthermie 5 1
Anorexie 2 2 1
Vomitus 2 1 1 1
Diarrhoe 1 1 2
Konstipation 2
Blutung assoziiert mit
Operation 3
Wundheilungsstérung 4 2 2 3 1

n : Anzahl Tiere; 7: erhoht; |: erniedrigt; stab.: stabkernige; AST: Aktivitit
der Aspartat-Aminotransferase
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3.1. Himatologische Toxizitit
Zur Bewertung der hdmatologischen Toxizitdt wurden das rote und das weille
Blutbild untersucht. Auch die absoluten Werte der Thrombozytenzahl und der

Leukozytenfraktionen des Differentialblutbilds wurden ausgewertet.

3.1.1.  Abfall der Hiimoglobinkonzentration

Zwei Katzen der Therapiegruppe zeigten an Tag 14 einen Abfall der
Hamoglobinkonzentration von Grad 1, an Tag 45 lag bei lediglich einer Katze ein
Abfall der Himoglobinkonzentration von Grad 1 vor. Weitere Verdnderungen
traten nicht auf. Innerhalb der Therapiegruppe konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied errechnet werden. Auch im Vergleich mit der Kontrollgruppe
ergaben sich keine statistischen Signifikanzen. Tabelle 13 zeigt die Ergebnisse der

statistischen Berechnungen im Einzelnen.

Tabelle 13: Abfall der Himoglobinkonzentration

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,635
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,810
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.1.2. Hiamatokritabfall

Elf Katzen der Therapiegruppe zeigten an Tag 14 einen Hdmatokritabfall Grad 1.
Im Vergleich mit Tag -14 ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied
(p-Wert 0,001). Im Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe an Tag 14
konnte mit einem p-Wert von 0,337 kein statistisch signifikanter Unterschied
errechnet werden. Fiir die Tage -7, 0, 45 und 90 konnten weder innerhalb der
Therapiegruppe noch im Vergleich zur Kontrollgruppe Signifikanzen errechnet

werden. Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse der statistischen Berechnungen.
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Tabelle 14: Himatokritabfall

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

0,317
0,317
0,001
0,317
0,157
0,816
0,337
0,826
0,818

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.1.3. Verianderungen der Thrombozytenzahl

Thrombozytosen traten in der Therapiegruppe seltener auf als in der

Kontrollgruppe. In beiden Gruppen waren die beobachteten Thrombozytosen stets

mild. Weder im Vergleich zu Tag -14 innerhalb der Therapiegruppe noch im

Vergleich mit den Studientagen der Kontrollgruppe zeigten sich statistisch

signifikante Unterschiede. Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der statistischen

Auswertung.

Tabelle 15: Thrombozytose

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

0,083
0,157
0,157
0,655
0,317
0,635
0,337
0,803
0,804

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

Thrombozytopenien waren sehr

selten.

Bei

lediglich zwei

Tieren der

Therapiegruppe lag an Tag 0 eine marginale Thrombozytopenie vor. Es zeigten
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sich keine statistisch signifikanten Unterschiede bei Vergleich der Studientage
innerhalb der Therapiegruppe oder bei Vergleich mit den entsprechenden
Studientagen der Kontrollgruppe. Tabelle 16 stellt die Ergebnisse der statistischen

Vergleiche im Einzelnen dar.

Tabelle 16: Thrombozytopenie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,816
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,797

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.14. Verinderungen der Leukozytenzahl

Weder fiir den Parameter Leukozytose noch fiir den Parameter Leukopenie,
dessen Vorliegen in beiden Gruppen deutlich hdufiger war, konnten statistisch
signifikante Unterschiede innerhalb der Therapiegruppe oder im Vergleich zur
Kontrollgruppe errechnet werden. Tabelle 17 zeigt die Berechnungen fiir den
Parameter Leukozytose, Tabelle 18 die Ergebnisse der statistischen Auswertung

fiir den Parameter Leukopenie.
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Tabelle 17: Leukozytose

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,831
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,818
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,808
T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
Tabelle 18: Leukopenie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,414
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,102
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,705
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,600
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,461
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,110
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,837

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.1.5. Monozytose

Weder bei Vergleich der Studientage innerhalb der Therapiegruppe noch im
Vergleich mit den Studientagen der Kontrollgruppe konnten statistische
Signifikanzen fiir den Untersuchungsparameter Monozytose berechnet werden.
Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung fiir den Parameter

Monozytose.
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Tabelle 19: Monozytose

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

1,000
0,157
0,564
1,000
0,157
0,816
0,992
1,000
1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.1.6. Verianderungen der Lymphozytenzahl

Fir den Parameter Lymphozytose konnte in keiner Analyse eine statistische

Signifikanz berechnet werden. Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der statistischen

Untersuchung.

Tabelle 20: Lymphozytose

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

0,157
0,083
1,000
0,317
1,000
0,816
1,000
0,646
0,430

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

Eine Erniedrigung der Lymphozytenzahl war sowohl in der Therapie- als auch in

der Kontrollgruppe ein hdufiges Ereignis. In beiden Gruppen wurde jeweils

sechsmal eine Lymphopenie Grad 3 beobachtet. Innerhalb der Therapiegruppe lag

bereits an Tag -14 bei zwei Katzen eine Lymphopenie Grad 3 vor, diese trat bei

zwei der Katzen an Tag 0 erneut auf. An Tag -7 und Tag 14 zeigte jeweils eine
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Katze eine Lymphopenie Grad 3. Da bereits vor der Applikation der
immunologischen Gentherapie erniedrigte Lymphozytenzahlen bestanden, ergab
die statistische Auswertung innerhalb der Therapiegruppe im Vergleich zu
Tag -14 keine signifikanten Unterschiede. Auch der Vergleich zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe lieferte keine statistischen Signifikanzen. Tabelle 21 zeigt die

Ergebnisse der statistischen Auswertung im Einzelnen.

Tabelle 21: Lymphopenie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,785
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,792
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,340
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,102
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,059
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,554
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,226
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,752
T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
3.1.7.  Verinderungen der Zahl der neutrophilen Granulozyten

Eine Erhohung der Zahl stabkerniger neutrophiler Granulozyten wurde in der
Therapiegruppe an Tag -14 bei zwei Katzen und an Tag 0 und Tag 90 bei je einer
Katze festgestellt. In allen Féllen handelte es sich um eine milde
Linksverschiebung. Weder bei Vergleich innerhalb der Therapiegruppe noch bei
Vergleich mit der Kontrollgruppe wurden statistisch signifikante Unterschiede
festgestellt. Tabelle 22 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung im

Einzelnen.
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Tabelle 22: Erhohung der Zahl stabkerniger neutrophiler Granulozyten

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,816
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

Neutropenien traten in der Therapiegruppe ausschlieBlich mit Grad 1 auf. An
Tag -14 wurde bei vier Katzen in der Therapiegruppe eine Neutropenie
festgestellt, ebenso an Tag 45. An allen anderen Studientagen lag die Anzahl der
dokumentierten Neutropenien darunter. Es ergaben sich weder statistisch
signifikante Unterschiede im Vergleich der Studientage zu Tag -14 innerhalb der
Therapiegruppe noch im Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe.

Tabelle 23 zeigt die Auswertungen fiir den Parameter Neutropenie im Einzelnen.

Tabelle 23: Neutropenie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,083
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,705
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,635
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,635
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,849
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,981

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
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3.1.8.  Eosinophilie

Eosinophilien traten sowohl in der Therapie- als auch in der Kontrollgruppe auf.
Diese waren mit Grad 1 stets mild. Weder im Vergleich innerhalb der
Therapiegruppe noch im Vergleich mit den Befunden, die in der Kontrollgruppe
bei den Studienbesuchen erhoben wurden, konnten statistisch signifikante
Unterschiede festgestellt werden. Tabelle 24 zeigt die Ergebnisse der statistischen

Auswertung fiir den Parameter Eosinophilie.

Tabelle 24: Eosinophilie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,705
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,102
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,257
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,414
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,992
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,435
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,846

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.1.9.  Basophilie

Eine Erh6hung der Zahl basophiler Granulozyten war ein seltener Befund. In der
Therapiegruppe trat lediglich an Tag 0 jeweils eine Basophilie Grad 1 und eine
Basophilie Grad 2 auf. In der Kontrollgruppe traten nur an Tag 14 zwei
Basophilien ersten Grades auf. Weder im Vergleich zu Tag -14 noch im Vergleich
zur Kontrollgruppe ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede fiir den

Parameter Basophilie. Tabelle 25 zeigt die p-Werte fiir den Parameter Basophilie.
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Tabelle 25: Basophilie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,180
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,635
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.2. Serumchemie
Auch blutchemische Parameter wurden auf eine Beeinflussung durch die
immunologische Gentherapie untersucht. In die Auswertung flossen die

Serumparameter AST-Aktivitdt, Albumin, Bilirubin, Kreatinin und Glukose ein.

3.2.1. Erhohung der Aktivitit der Aspartat-Aminotransferase

Eine Katze der Therapiegruppe (Katze Nummer (Nr.) 9) zeigte an Tag 14 eine
Erhohung der AST-Aktivitdt auf Grad 3. Bei der Folgeuntersuchung an Tag 45
wurde keine Verdnderung der Enzymaktivitit bei diesem Patienten festgestellt.
An Tag 90 lag eine milde Erhohung der AST-Aktivitit vor. Zwei weitere
Patienten zeigten jeweils eine Erhohung der AST-Aktivitit von Grad 1 an Tag -7
respektive Tag 45. In der Kontrollgruppe wurde nur an Tag 14 bei einer Katze
eine milde AST-Aktivititssteigerung festgestellt. Die statistische Auswertung
ergab keine Signifikanzen bei Vergleich der Studientage mit Tag -14 innerhalb
Therapiegruppe oder mit den Befunden der Kontrollgruppe. Tabelle 26 fasst die
Ergebnisse des Wilcoxon-Tests und des Mann-Whitney-Tests fiir den Parameter

Erhohung der AST-Aktivitidt zusammen.
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Tabelle 26: Erhohung der Aktivitit der Aspartat-Aminotransferase

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,804
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,808

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.2.2. Hyperbilirubindmie

Lediglich eine Katze der Therapiegruppe (Katze Nr. 18) zeigte an Tag -7 eine
milde  Erhdhung der  Bilirubinkonzentration, bei  den  weiteren
Kontrolluntersuchungen des Patienten lag die Bilirubinkonzentration im
Referenzbereich. Weder in der Therapie- noch in der Kontrollgruppe traten
weitere Hyperbilirubindmien auf. Statistische Signifikanzen konnten nicht

ermittelt werden. Tabelle 27 zeigt die Ergebnisse der statistischen Analyse.

Tabelle 27: Hyperbilirubinimie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
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3.2.3. Hypoalbuminamie

Weder in der Therapie- noch in der Kontrollgruppe zeigte sich an einem der
Studientage eine Erniedrigung der Albuminfraktion. Da die Befunde so innerhalb
beider Gruppen identisch waren, ergab die statistische Auswertung stets einen

p-Wert von 1,000.

3.24. Erhohung der Kreatininkonzentration

Eine Erhohung der Kreatininkonzentration war in der Therapiegruppe ein hdufiger
Befund. Fiinf Patienten prisentierten sich an Tag -14 mit geringgradiger
Erhohung, eine weitere Katze zeigte an Tag -14 eine Erhohung der
Kreatininkonzentration von Grad 2. Diese bestand bis Tag 45 dauerhaft und stieg
an Tag 90 auf Grad 3 an (Katze Nr. 6). Bei vier der Patienten, die bereits an
Tag-14 eine milde Erhohung der Konzentration aufwiesen, wurden im
Studienverlauf wechselnde Befunde erhoben, die aber nie Grad 1 iiberschritten.
Eine weitere Katze (Katze Nr. 11), die bereits an Tag -14 eine mild erhohte
Kreatininkonzentration zeigte, entwickelte postoperativ eine deutliche Steigerung
auf Grad 3 an Tag 14. Diese nahm im weiteren Verlauf der Studie wieder ab,
verblieb aber an Tag 90 bei einer Konzentrationserhohung auf Grad 2. Bei zwei
weiteren Katzen der Therapiegruppe wurden an Tag -7 und Tag O respektive
Tag -7, Tag 45 und Tag 90 milde Erhohungen der Kreatininkonzentration
festgestellt. ~In  der  Kontrollgruppe  waren  Verdnderungen  der
Kreatininkonzentration selten. Bei jeweils vier Katzen trat einmalig eine
Erhohung zu verschiedenen Zeitpunkten auf (jeweils ein Befund an den Tagen 0,
14, 45 und 90). Eine Katze (Katze Nr. 5) entwickelte an Tag 14 einen schweren
Anstieg der Kreatininkonzentration auf Grad 4. Bei dieser Katze konnte an
keinem anderen Studientag eine Erhdhung iiber den Referenzbereich festgestellt

werden.

Zusammenfassend zeigten sich in der Therapiegruppe hiufigere und
schwerwiegendere Erhohungen des Kreatinins, die in vielen Fillen wiederholt
auftraten und bereits vor Beginn der Studie vorlagen. Die stirkste Verdnderung im
Verlauf eines einzelnen Patienten trat aber in der Kontrollgruppe auf. Innerhalb
der Therapiegruppe konnten keine statistischen  Signifikanzen fiir
Konzentrationserhohungen  berechnet werden. Trotz der wiederholten
Verdnderungen innerhalb der Therapiegruppe zeigten sich im Vergleich mit der

Kontrollgruppe ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Tabelle 28 zeigt die
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Ergebnisse der statistischen Berechnungen im Detail.

Tabelle 28: Erhohung des Kreatinins

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,705
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,655
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,225
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,842
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,313
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,308

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.2.5. Hyperglykimie

Hyperglykdmien traten sowohl in der Therapie- als auch in der Kontrollgruppe
hiufig auf. In der Therapiegruppe waren Hyperglykdmien bis Grad 2 zu
beobachten, wihrend in der Kontrollgruppe ausschlielich milde Erhéhungen der
Glukosekonzentration zu verzeichnen waren. An Tag -14 zeigten in der
Therapiegruppe neun Katzen eine Hyperglykdmie Grad 1 und zwei Katzen eine
Hyperglykdmie Grad 2. Bei der Untersuchung an Tag -7 lag bei acht Katzen und
an Tag 0 bei sieben Katzen eine Hyperglykdmie Grad 1 vor. Der Vergleich
zwischen Tag -14 und Tag 0 ergab im Wilcoxon-Test statistisch signifikant
weniger Fille und geringere Schweregrade der Hyperglykédmie an Tag 0 (p-Wert
0,034). Im weiteren Verlauf zeigte eine Katze (Katze Nr. 12) ab Tag 14 dauerhaft
eine Erhohung der Glukosekonzentration auf Grad 2. Dariiber hinaus traten Fille
von milder Hyperglykdmie bei jeweils fiinf Katzen an Tag 14 und 90 und bei
sechs Katzen an Tag 45 auf. Weitere statistische Signifikanzen ergaben sich
weder innerhalb der Therapiegruppe noch im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Tabelle 29 fasst die Ergebnisse der statistischen Berechnungen fiir den Parameter

Hyperglykdmie zusammen.
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Tabelle 29: Hyperglykimie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,096
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,034
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,083
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,059
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,516
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,992
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,808
T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
3.3. Anamnestisch und klinisch erfassbare Nebenwirkungen

Fiir diesen Teil der Toxizitidtsauswertung wurden Parameter untersucht, die im
Vorbericht von den Patientenbesitzern genannt oder bei der klinischen
Untersuchung zum Zeitpunkt der Studienbesuche erhoben wurden. Folgende
Parameter wurden in die Auswertung einbezogen: Allergische Reaktionen,
Gewichtsverlust, Lethargie, Hyperthermie, Anorexie, Vomitus,

Kotabsatzverhalten, Blutungen post operationem und Wundheilungsstdrungen.

3.3.1. Allergische Reaktion

In der Therapiegruppe traten allergische Reaktionen weder direkt nach der
Injektion der immunologischen Gentherapie noch im Beobachtungszeitraum bis
Tag 90 auf. Im Gegensatz dazu zeigte eine Katze der Kontrollgruppe (Katze
Nr. 1) an Tag 14 im Bereich der Rasurflache multiple, pigmentierte Kndtchen der
Epidermis. In der histopathologischen Untersuchung wurden diese als segmentale
Fibrose der oberflachlichen Dermis mit Akanthose und Hyperpigmentierung mit
minimaler oberflichlicher perivaskuldrer Dermatitis, verursacht durch eine
allergische Reaktion, befundet. Statistische Signifikanzen ergaben sich im
Vergleich mit der Therapiegruppe nicht. Tabelle 30 zeigt die Ergebnisse der

statistischen Untersuchung fiir den Parameter allergische Reaktion.
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Tabelle 30: Allergische Reaktion

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 1,000
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,816
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.2. Gewichtsverlust

Ein statistisch signifikanter ~Gewichtverlust ergab sich innerhalb der
Therapiegruppe beim Vergleich von Tag -14 (eine Katze zeigte vorberichtlich
Gewichtsverlust Grad 2) zu Tag 14 (acht Katzen mit Gewichtsverlust Grad 1, drei
Katzen mit Gewichtsverlust Grad 2) mit einem p-Wert von 0,020. Weitere
statistisch signifikante Unterschiede lieBen sich innerhalb der Therapiegruppe
nicht erkennen, dennoch waren Gewichtsverluste haufige Befunde. Milde
Gewichtsverluste lagen bei vier Katzen an Tag -7 vor, bei sieben Katzen an Tag 0,
bei fiinf Katzen an Tag 45 und bei vier Katzen an Tag 90. Zwei respektive drei
Katzen zeigten an Tag 45 und an Tag 90 einen Gewichtsverlust Grad 2. Ein
Gewichtsverlust von Grad 3 trat bei einer Katze der Therapiegruppe (Katze Nr. 4)
an Tag 45 auf. Bei diesem Patienten wurde bereits an Tag 14 ein Gewichtsverlust
von Grad 2 festgestellt, verursacht durch eine postoperative Pankreatitis. Da auch
in der Kontrollgruppe héufig Gewichtsverluste dokumentiert wurden, zeigten sich
im Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede. Tabelle 31 fasst die Ergebnisse der statistischen Untersuchung des

Toxizitatskriteriums Gewichtsverlust zusammen.
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Tabelle 31: Gewichtsverlust

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,480
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,059
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,020
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,061
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,099
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,677
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,653
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,826

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.3. Lethargie

Lethargie wurde in der Therapiegruppe selten beobachtet und war meist mild. An
Tag 0 traten vier Fille von milder Lethargie auf, an Tag 0 und Tag 14 zeigte
jeweils eine Katze eine moderate Lethargie (Grad 2). Signifikante Unterschiede zu
Tag -14 konnten im Vergleich mit den folgenden Studientagen innerhalb der
Therapiegruppe nicht ermittelt werden. Auch in der Kontrollgruppe wurden
vereinzelt milde Lethargien beobachtet, an Tag 14 wurde bei einer Katze eine
Lethargie Grad 2 dokumentiert. Statistische Signifikanzen traten nicht auf.
Tabelle 32 zeigt die Ergebnisse der statistischen Auswertung.

Tabelle 32: Lethargie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,096
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,257
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 1,000
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,624
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe



Ergebnisse 91

3.34. Hyperthermie

Sowohl in der Therapie- als auch in der Kontrollgruppe traten gelegentlich milde
Hyperthermien auf. Signifikante Unterschiede zu Tag -14 ergaben sich nicht.
Katzen in der Kontrollgruppe zeigten milde Hyperthermien, gehduft an Tag 0 bei
sechs Katzen und an Tag 14 bei flinf Katzen. Statistische Signifikanzen im
Vergleich mit der Therapiegruppe konnten nicht errechnet werden. Tabelle 33

bildet die statistischen Berechnungen fiir den Parameter Hyperthermie ab.

Tabelle 33: Hyperthermie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,157
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,222
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,660
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,820
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,808

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.5. Anorexie

Unterschiedliche Haufigkeiten und Schweregrade von Anorexie wurden innerhalb
der Therapiegruppe bei insgesamt sechs Katzen beobachtet. Wéhrend jeweils eine
Katze an Tag -14, Tag -7 und Tag 45 einmalig eine milde Anorexie zeigte, trat bei
einem weiteren Patienten eine milde Anorexie an den aufeinander folgenden
Studientagen Tag 0 und Tag 14 auf. Eine Katze (Katze Nr. 4) prisentierte sich an
Tag 14 auf Grund einer postoperativen Pankreatitis mit einer Anorexie von Grad
4. Dieser Patient wurde stationir behandelt und iiber eine Nasen-Schlund-Sonde
erndhrt, zusdtzlich wurde ein Appetitstimulanz eingesetzt. Ein weiterer Patient
(Katze Nr. 10) wurde mit einer Anorexie von Grad 3 an den Tagen O und 45
vorgestellt. An Tag 0 lag zusdtzlich Durchfall vor und es wurde mittels
Kotuntersuchung ein Befall mit Toxocara-Spezies festgestellt. Nach Behandlung
mit einem Anthelmintikum verschwanden die Symptome. An Tag 45 zeigte der

Patient zusétzlich Polypnoe, Polydipsie und Polyurie. Trotz intensiver Suche und
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bildgebender Diagnostik (Rontgenaufnahmen des Thorax, Ultrasonographie des
Abdomens) konnte keine Ursache fiir diese Symptome festgestellt werden und der
Patient wurde mit symptomatischer Therapie und einem Appetitstimulanz
entlassen. Im weiteren Verlauf entwickelte dieser Patient ein renales Lymphom
und musste an Tag 175 euthanasiert werden. In der statistischen Auswertung
innerhalb der Therapiegruppe ergaben sich keine statistischen Signifikanzen im

Vergleich zu Tag -14 fiir den Parameter Anorexie.

In der Kontrollgruppe traten Fdlle von Anorexie ausschlieflich an Tag 14 auf,
vertreten waren die Schweregrade 1 bis 3. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
konnten in der Therapiegruppe keine statistisch signifikanten Verdnderungen fiir
den Parameter Anorexie ermittelt werden. Tabelle 34 zeigt die Ergebnisse des

Wilcoxon-Tests und des Mann-Whitney-Tests fiir den Parameter Anorexie.

Tabelle 34: Anorexie

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 1,000
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,414
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,414
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,414
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,816
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,485
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,624
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.6.  Vomitus

Vomitus trat in der Therapiegruppe gelegentlich auf. Meist lag ein einmaliger,
milder Befund vor. Zwei Katzen zeigten wiederholt Vomitus, eine dieser Katzen
litt bereits an Tag -14 vorberichtlich an Vomitus Grad 1. Ein Patient (Katze Nr. 6)
prasentierte sich an Tag 90 mit Vomitus Grad 2, eine weitere Katze (Katze Nr. 14)
an Tag 45 mit Vomitus Grad 3. Diese Katze erhielt zu diesem Zeitpunkt eine orale
Therapie mit Itraconazol auf Grund einer Pilzinfektion im Bestand. Im Vergleich
zu Tag -14 konnte an keinem Studientag ein signifikanter Unterschied ermittelt

werden. Auch in der Kontrollgruppe wurde Vomitus gesehen, bei insgesamt drei
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Katzen lag ein Vomitus zweiten Grades vor. Im Vergleich mit dieser Gruppe
zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 35 abgebildet.

Tabelle 35: Vomitus

p-Wert
Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,564
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,317
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,655
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T) 0,102
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K) 0,628
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,473
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,992
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 0,451

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.7. Verianderungen des Kotabsatzverhaltens

Diarrhoe war in der Therapiegruppe hiufiger als in der Kontrollgruppe (insgesamt
bei sieben Katzen) aber stets mild und selbstlimitierend. In der Kontrollgruppe
zeigten nur drei Katzen Diarrhoe, dieser war jedoch bei zwei Katzen mit Grad 3
stark ausgeprigt. Eine dritte Katze litt an Tag 14 bereits an Diarrhoe Grad 2.
Diese steigerte sich auf Grad 3 an Tag 45 und musste stationdr behandelt werden.
Im statistischen Vergleich waren weder innerhalb der Therapiegruppe noch im
Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikante Unterschiede zu ermitteln.

Tabelle 36 zeigt die statistische Auswertung fiir den Parameter Diarrhoe.

Konstipation war ein sehr seltener Befund. An Tag 90 lag lediglich bei einer
Katze der Therapiegruppe eine milde Konstipation vor. In der Kontrollgruppe trat
bei zwei Katzen an Tag 14 eine Konstipation ersten Grades auf. Signifikanzen
zeigten sich in keiner durchgefiihrten Analyse. Tabelle 37 fasst die Ergebnisse fiir

den Parameter Konstipation zusammen.
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Tabelle 36: Diarrhoe

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

0,317
0,317
0,317
0,157
0,157
1,000
0,801
0,992
0,618

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

Tabelle 37: Konstipation

p-Wert

Tag -7 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 0 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag -14 (T)
Tag -14 (T) im Vergleich zu Tag 0 (K)

Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K)
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K)
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K)

1,000
1,000
1,000
1,000
0,317
1,000
0,635
1,000
0,808

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.8. Blutung assoziiert mit der Operation

Akute Blutungen im direkten Zusammenhang mit der Operation traten innerhalb

der Therapiegruppe nicht auf. Im Gegensatz dazu zeigten in der Kontrollgruppe

drei Katzen bis Tag 14 schwerwiegende Wundblutungen, die lebensbedrohlich

waren und mit einer Bluttransfusion behandelt werden mussten. Im weiteren

Verlauf traten keine Wundblutungen mehr auf. Der Mann-Whitney-Test ergab bei

Vergleich der Tage 14 der Therapie- und Kontrollgruppe mit einem p-Wert von

0,473 keinen statistisch signifikanten Unterschied. Tabelle 38 zeigt die Ergebnisse

des statistischen Vergleichs der postoperativen Studientage.
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Tabelle 38: Blutung assoziiert mit der Operation

p-Wert
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,473
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 1,000
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

3.3.9. Wundheilungsstorungen

Wundheilungsstérungen traten in beiden Studiengruppen auf. An Tag 14 wurden
bei zehn Katzen der Therapiegruppe Wundheilungsstorungen unterschiedlicher
Schweregrade festgestellt. Es lagen drei Wundheilungsstérungen Grad 1 und flinf
Wundheilungsstérungen Grad 2 vor, welche ambulant zu therapieren waren. Zwei
weitere Katzen der Therapiegruppe (Katzen Nr. 9 und Katze Nr. 18) zeigten an
Tag 14 stark einschrinkende Wundheilungsstorungen vierten Grades mit
punktueller Nahtdehisziens, hochgradiger Odem- und Hidmatombildung und
Infektionsanzeichen. Diese Patienten wurden auf der Intensivstation bis Tag 8
respektive Tag 6 stationédr mit i.v.-Analgesie mit Morphinderivaten, Wund- und
Druckverbidnden, Wundklammerung, verldngerter Applikation des Antibiotikums
und symptomatischer Therapie behandelt. Eine chirurgische Intervention war
nicht indiziert. Innerhalb der Therapiegruppe trat kein weiterer Fall einer

Wundheilungsstorung auf.

In der Kontrollgruppe traten insgesamt elf Fille von Wundheilungsstérungen an
Tag 14 auf. Vier Katzen zeigten eine Wundheilungsstorung Grad 1 und zwei
Katzen eine Wundheilungsstorung Grad 2. In diesen Fillen war ambulante
Therapie ausreichend. Zwei weitere Katzen der Kontrollgruppe (Katze Nr. 6 und
Katze Nr. 12) wurden an Tag 14 mit Wundheilungsstorungen Grad 3 (starke
Wundinfektion) vorgestellt, die eine Wundtoilette und weitere Applikation von
Antibiotika notig machten. Drei Patienten der Kontrollgruppe (Katze Nr. 14,
Katze Nr. 19 und Katze Nr. 20) entwickelten bis Tag 14 Wundheilungsstérungen
von Grad 4. Katze Nr. 14 zeigte eine hochgradige Himatombildung mit Odem
und Wundexsudation, die ohne chirurgische Intervention wéhrend eines
stationdren Aufenthaltes auf der Intensivstation mit Druck- und Wundverbinden,

i.v.-Analgesiec mit Morphinderivaten, Antibiotikum und symptomatischer
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Therapie behandelt wurde. Der Patient wurde an Tag 6 entlassen. Die Katzen
Nr. 19 und 20 présentierten sich an Tag 14 mit kompletter Nahtdehisziens und
massiver Fettgewebsnekrose. Beide Patienten mussten liber vier Wochen stationir
in der CTK behandelt werden und wurden zwei (Katze Nr. 19) beziehungsweise
drei (Katze Nr. 20) chirurgischen Wundrevisionen unterzogen. Eine Katze der
Kontrollgruppe entwickelte dariiber hinaus an Tag 45 ein Serom im Wundgebiet.
Dies entsprach einer Wundheilungsstorung Grad 2. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Therapie und Kontrollgruppe konnten nicht ermittelt
werden. Tabelle 39 zeigt die Ergebnisse der statistischen Untersuchungen fiir den

Parameter Wundheilungsstérung an den postoperativen Studientagen.

Tabelle 39: Wundheilungsstorungen

p-Wert
Tag 14 (T) im Vergleich zu Tag 14 (K) 0,742
Tag 45 (T) im Vergleich zu Tag 45 (K) 0,818
Tag 90 (T) im Vergleich zu Tag 90 (K) 1,000

T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4. Deskriptive Statistik der Ereignisse

Innerhalb der Therapiegruppe traten im Beobachtungszeitraum von 360 Tagen bei
sieben Katzen lokale Tumorrezidive auf. Dies entsprach einer Einjahresrezidivrate
von 28 %. Aufgeschliisselt nach Randomisierungsblocken ergaben sich folgende
Beobachtungen: In der Gruppe der kleinen Primdrtumoren trat im
Beobachtungszeitraum von 360 Tagen kein Rezidiv auf, die Gruppe der groflen
Primértumoren zeigte zwei Félle von Rezidivierung (2/9 Katzen, 22 %). Innerhalb
des Blocks ,,Rezidiv klein* trat bei einem Patienten (1/4 Katzen, 25 %) eine
Rezidivierung auf. Die Gruppe der groBen Rezidive zeigte vier Fille von

Rezidivierung (4/7 Katzen, 57 %).

Im gleichen Zeitraum traten bei drei Katzen Metastasen auf, dies ergab eine
Metastasierungsrate von 12 %. Die Katzen Nr. 24 und Nr. 25 zeigten an Tag 63
respektive 196 eine makronoduldre Metastasenbildung in der Lunge. Katze Nr. 24
wies zusitzlich ein lokales Rezidiv auf, Katze Nr. 25 war zu diesem Zeitpunkt

rezidivfrei und blieb dies bis zum Tag 294. Ab diesem Zeitpunkt war keine
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weitere Nachuntersuchung des Patienten mehr moglich, da die Besitzer sich auf
Grund eines langen Anfahrtsweges und der damit einhergehenden Belastung fiir
die Katze gegen weitere Untersuchungen aussprachen. Ein weiterer Patient der
Therapiegruppe, Katze Nr. 8, zeigte an Tag 360 eine hyperechogene, nodulére
Zubildung im Bereich des Pankreas und multifokale, hypoechogene
Veranderungen der Leber. Gleichzeitig lag ein Diabetes mellitus vor. Diese
Befunde wurden als Metastasen bewertet. Zum gleichen Zeitpunkt war die Katze

rezidivfrei.

Drei Katzen wurden im Verlauf des Beobachtungszeitraumes auf Grund anderer
Neoplasien euthanasiert. Da alle drei Patienten zum Zeitpunkt des Todes kein
Lokalrezidiv aufwiesen, wurden sie in der Auswertung zensiert. Katze Nr. 10
wurde an Tag 175 auf Grund eines renalen Lymphoms euthanasiert, eine darauf
folgende Sektion bestdtigte die Diagnose und ergab keinen Hinweis auf eine
Rezidivierung oder Metastasierung des FISS. Eine weitere Katze, Patient Nr. 19,
wurde an Tag 181 auf Grund eines Ubergangsepithelkarzinoms der Harnblase
euthanasiert. Dieser Tumor wurde an Tag 37 diagnostiziert und chirurgisch
exstirpiert. Eine histopathologische Untersuchung des Tumors sicherte die
Diagnose. Es bestand kein Hinweis auf eine FISS-Metastase. Das
Ubergangsepithelkarzinom rezidivierte an Tag 133 und eine Therapie mit
nichtsteroidalen Antiphlogistika wurde initiiert. Am Tag 181 wurde der Patient
auf Grund von Anurie und schlechtem Allgemeinbefinden euthanasiert. Ein
lokales Rezidiv lag zum Zeitpunkt des Todes nicht vor. Katze Nr. 12 wurde an
Tag 295 auf Grund eines rupturierten Hdmangiosarkoms der Milz euthanasiert.
Eine Sektion bestétigte die Diagnose und ergab keinen Hinweis auf ein lokales

Rezidiv des FISS oder eine Metastasierung.

Zusammengefasst ergab sich in der Therapiegruppe eine mittlere rezidivireie Zeit
von 266 Tagen, die mediane rezidivfreie Zeit wurde nicht erreicht. Tabelle 40
fasst die Beobachtungen auf lokale Rezidivierung und Metastasenbildung in der

Therapiegruppe wihrend der 360 Tage zusammen.

In der Kontrollgruppe traten wahrend des Beobachtungszeitraumes elf lokale
Tumorrezidive auf, was einer FEinjahresrezidivrate von 44 % entsprach.
Aufgeschliisselt nach Randomisierungsblocken ergaben sich  folgende
Beobachtungen: In der Gruppe der kleinen Primédrtumoren traten im

Beobachtungszeitraum von 360 Tagen zwei Rezidive auf (2/5 Katzen, 40 %), die
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Gruppe der groBen Primédrtumoren =zeigte vier Fille von Rezidivierung
(4/9 Katzen, 44 %). Innerhalb des Blocks ,,Rezidiv klein* trat bei zwei Patienten
(2/4 Katzen, 50 %) eine Rezidivierung auf. Die Gruppe der groflen Rezidive
zeigte drei Fille von Rezidivierung (3/7 Katzen, 43 %).

Es wurden in der Kontrollgruppe sechs Fille von Metastasierung beobachtet. Dies
resultierte in einer Metastasierungsrate von 24 %. Die Katzen Nr. 1, 12, 17, 18
und 25 présentierten sich respektive an Tag 273, 98, 360, 43 und 210 mit
makronodulidren Metastasen in der Lunge. Patient Nr. 1 und Nr. 17 waren zum
selben Zeitpunkt rezidivfrei. Eine Euthanasie erfolgte bei Katze Nr. 1 an Tag 296
mit hochgradiger Dyspnoe, Aszites und gestortem Allgemeinbefinden ohne
lokales Rezidiv, weshalb dieses Tier in der Effektivititsanalyse filir die lokale
Rezidivierung zensiert wurde. Eine Sektion bestitigte das Vorliegen von
Metastasen des FISS in der Lunge und ergab zusitzlich eine Metastasierung in
den rechten Vorhof des Herzens. Die Katzen Nr. 12, 18 und 25 zeigten eine lokale
Rezidivierung zum Zeitpunkt der Diagnose der Metastasen. Katze Nr. 25 zeigte
zusitzlich mittelgradig Thoraxerguss und wurde zwei Wochen nach Diagnose der
Lungenmetastasen auf Grund hochgradiger Dyspnoe und gestortem
Allgemeinbefinden euthanasiert. Die Sektion ergab multifokale
Lungenmetastasen und eine Pleuritis sarcomatosa des gesamten Thorax und des
Perikard. Ein weiterer Fall von Metastasierung trat bei Katze Nr. 2 an Tag 279
auf, nachdem eine Woche zuvor ein Lokalrezidiv des FISS diagnostiziert wurde.
Die linke Niere dieses Patienten zeigte eine nodulédre, hyperechogene Masse am
kranialen Pol, die mittels FNAC als Malignom diagnostiziert wurde. Dieser

Befund wurde als Metastase gewertet.

Zusammengefasst ergab sich in der Kontrollgruppe eine mittlere rezidivfreie Zeit
von 253 Tagen, die mediane rezidivfreie Zeit wurde nicht erreicht. Tabelle 41
fasst die Beobachtungen auf lokale Rezidivierung und Metastasenbildung in der

Kontrollgruppe wihrend der 360 Tage zusammen.
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Tabelle 40: Beobachtungen in der Therapiegruppe iiber 360 Tage

s .| 2 2 o] l? E k) > 3
$|2| 5|8 2|2 |5 c 8 - 3
S18|2| %8 |cg| 5 28 g N
- 2 s | = o
1 |640 | RG | ja | 175 | nein

2 | 642 | RG | nein nein

3 | 644 | RK | nein nein

4 | 645 | PG | nein nein

5 | 647 | RG | ja 42 | nein

6 | 656 | RK | nein nein

7 | 657 | PG | ja | 168 | nein

8 | 662 | PK | nein ja | 360 | Pankreas, Leber

9 | 665 | RG | nein nein

10 | 666 | PK | nein nein 175 Euthanasie
11 | 669 | RK | nein nein

12 | 684 | PK | nein nein 295 Euthanasie
13 | 693 | PG | nein nein

14 | 701 | PK | nein nein

15 | 705 | RK | ja 28 | nein

16 | 707 | PG | nein nein

17 | 714 | PG | nein nein

18 | 715 | RG | ja | 140 | nein

19 | 720 | PK | nein nein 181 Euthanasie
20 | 725 | PG | nein nein

21 | 730 | PG | ja 70 | nein

22 | 740 | PG | nein nein

23 | 742 | RG | nein nein

24 | 748 | RG | ja 49 ja 63 Lunge

25 | 753 | PG | nein ja | 196 Lunge 294 | lost to follow up

Nr.: Nummer
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Tabelle 41: Beobachtungen iiber 360 Tage in der Kontrollgruppe
o ()] o)) —
o O ©
Z L g 3 g |5 = g c & 2
Q Z = © - |2 c c O - o
N o | 2 | - c |2 © c @ c N
g T w n © co c = 8 © =
i c — > [T ] Q ® v — ()
= o £ o Z (o™ O 0« 5 o
[e] Y= (<] > T © © H— M)
i 3 Lo = ‘N 3 ks © @ c T
cE | 8| | 3| 8 & © x= o S
g 7|28 |8 |z 3 N 5
14 = = (&)
1 |[651| PG | nein ja | 273 Lunge 296 Euthanasie
2 | 652 | PK | ja | 273 | ja | 279 linke Niere
3 | 659 | PG | ja | 194 | nein
4 | 660 | PG | nein nein
5 | 663 | PK | nein nein
6 | 664 | RG | nein nein
7 670 | RG | nein nein
8 | 677 | RK | ja | 42 |nein
9 | 681 | RG |nein nein
10 | 685 | RG | ja 98 | nein
11 | 695 | PG | nein nein
12 {696 | RG | ja 98 ja 98 Lunge
13 | 697 | RK | nein nein
14 | 699 | RG | ja 49 | nein
15 | 700 | PK | ja | 189 | nein
16 | 703 | PK | nein nein
17 | 708 | RK | nein ja | 360 Lunge
18 | 717 | PG | ja 35 | ja | 43 Lunge
19 [ 718 | PG | ja 40 | nein
20 | 737 | PG | ja | 136 | nein
21 | 738 | RG | nein nein
22 | 739 | PG | nein nein
23 | 745 | PK | nein nein
24 | 746 | PG | nein nein
25 | 757 | RK | ja | 189 | ja | 210 | Lunge, Pleura

Nr.: Nummer
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5. Uberlebenszeitanalyse

Der Log-Rank-Test zum Gruppenvergleich zwischen Therapie- und
Kontrollgruppe ergab in der Uberlebenszeitanalyse einen p-Wert von 0,318.
Abbildung 15 zeigt die Kaplan-Meier-Funktionen fiir die Therapie- und die
Kontrollgruppe. Die Abbildungen 16 und 17 zeigen deskriptiv die Kaplan-Meier-

Funktionen der einzelnen Randomisierungsblocke innerhalb der Therapie- und der

Kontrollgruppe.
Therlebensfunktionen
- Studiengruppe
' et 1E onitrollgruppe
beed T Therapie gruppe
i Kontrollgruppe
1 zensiert
0,51 Therapiegruppe
— L‘ 1= zensiert
B
:E 0,5
'H
o
A
c
= U,4-
g
-4
0,27
0,0
T T T T T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00
rezidivfreie Zeit (Tage)

Abbildung 15: Kaplan-Meier-Funktionen fiir die Therapiegruppe (griin) und
die Kontrollgruppe (blau) fiir den Beobachtungszeitraum von 360 Tagen.
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Tberlebensfunktionen
- Randomisierungsblock
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Abbildung 16:  Deskriptive = Kaplan-Meier-Funktionen  fiir  die
Randomisierungsblocke innerhalb der Therapiegruppe: kleine
Primértumoren (blau), grofle Primirtumoren (griin), kleine Rezidive (grau)
und grofle Rezidive (violett).
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= 087 * = "Rezidiv grof" zensiert
-n -
2 =
i
@
E 0,4
g
-
0,2
0,0
T T T T |
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00
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Abbildung 17:  Deskriptive = Kaplan-Meier-Funktionen fiir die
Randomisierungsblocke innerhalb der Kontrollgruppe: kleine
Primértumoren (blau), grofie PrimiArtumoren (griin), kleine Rezidive (grau)
und grofle Rezidive (violett).
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V. DISKUSSION

1. Das feline injektionsassoziierte Sarkom: Herausforderung

und Tiermodell

Aus der Entdeckung des Zusammenhangs zwischen Impfung und Sarkogenese bei
Katzen entstand das Bewusstsein flir ein weit verbreitetes Problem. In den
Vereinigten Staaten von Amerika geht man von einer Héufigkeit zwischen 0,63
(GOBAR & KASS, 2002) und 3,6 FISS (COYNE et al., 1997) pro 10 000 Katzen
der Risikopopulation aus. Die Inzidenz der Krankheit in Europa ist unbekannt. Im
Rahmen der IMAGNA-Studie des IEOT und der MTK als Uberweisungsklinik
werden pro Jahr etwa 100 bis 120 Patienten mit FISS vorgestellt. Diese hohe Zahl
ist einzigartig in Deutschland und Europa, zeigt aber, dass das FISS ein tdgliches
Problem in der veterinirmedizinischen Praxis darstellt. Die grole Anzahl der
beschriecbenen Therapiestudien und die hohe Uberweisungsrate an das
Spezialistenteam des IMAGNA-Projekts zeigen die weiterhin bestehende Brisanz
des Themas und die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Therapieansétze. Ein
wichtiger Schritt war in diesem Zusammenhang die Arbeit der VAFSTF, die
diverse Studien finanziell unterstiitzte und Empfehlungen zu Diagnose, Therapie
und Impfungen verdffentlichte (VAFSTF, 1999; MORRISON & STARR, 2001;
RICHARDS, 2005).

Dariiber hinaus kann das FISS als Tumormodell fiir die Humanmedizin dienen.
Ahnlich dem FISS sind auch beim Menschen Tumoren bekannt, die nach
chronischer Irritation oder Entziindung auftreten. Als Beispiele konnen
Kolorektalkarzinome bei Morbus Crohn, maligne Melanome nach wiederholter
Dermatitis solaris oder Osophaguskarzinome nach chronischer Refluxdsophagitis
angefiihrt werden (HORZINEK, 2006). Das FISS tritt spontan auf. Dies bietet
einen deutlichen Vorteil gegeniiber Mausmodellen, bei denen Tumoren induziert
werden miissen und keiner natiirlichen Kanzerogenese unterliegen. Dariiber
hinaus gleichen Grofle, Zellkinetik und biologisches Verhalten des FISS den
Verhiltnissen beim Mensch. Ergebnisse von Therapiestudien lassen sich leichter
auf die Humanmedizin iibertragen (VAIL & MACEWEN, 2000). Von Studien
wie der vorliegenden profitieren folglich nicht nur veterindrmedizinische

Patienten sondern auch Krebspatienten in der Humanmedizin.
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2. Nonviraler Gentransfer und Magnetofektion

Viraler Gentransfer ist in der Literatur meist mit effektiver Transfektion der
Zielzellen und stabiler Genexpression verbunden (ARGYLE, 1999). Bedenken im
Hinblick auf das Risiko fiir Patient und Arzt und die kostentrichtigen
Sicherheitsvorkehrungen bei Verwendung viraler Gentransferstrategien machen
einen verbreiteten Einsatz in der praktischen Veterindrmedizin nahezu unmdoglich

und beschrinken ihn auf experimentelle und ex vivo-Studien.

Nonviraler Gentransfer mit Plasmiden ist sicherer, giinstiger in der Herstellung
und mit weniger Nebenwirkungen verbunden. Dariiber hinaus sind nonvirale
Techniken meist einfacher durchzufiihren und das Problem der Vektorimmunitit
entfdllt (ELMSLIE & DOW, 1997; ARGYLE, 1999; NIIDOME & HUANG,
2002; GARDLIK et al., 2005). Die geringe Expressionsrate nackter Plasmid-DNA
konnte durch die Kombination mit physikalischen Transfersystemen wie der
Elektroporation (SOMIARI et al., 2000; DRABICK et al., 2001), der gene gun
(SUN et al., 1995), Ultraschall (NEWMAN et al., 2001) oder durch die Kopplung
an Triagermolekiile (STRAUBINGER & PAPAHADJOPOULOS, 1983; NABEL
et al., 1993; MCKENZIE et al., 2000) gesteigert werden. Die in der vorliegenden
Studie verwendete Technologie zum nonviralen Gentransfer bestand aus
transMAG""'-gekoppelten Plasmiden und der Magnetofektion nach i.z.-Injektion.
Das magnetische Gradientenfeld, das im Zuge der Magnetofektion lokal erzeugt
wird, verstdrkt die Transfektion der Zellen um einen Faktor gréBer Dreihundert
(SCHERER et al., 2002). Sowohl die Magnetofektion (SCHERER et al., 2002;
PLANK et al., 2003; JAHNKE et al., 2007; HUTTINGER et al., 2008;
WALSCH, 2010; HOEKSMA, 2011) als auch die Verwendung von
superparamagnetischen Eisennanopartikeln (PETRI-FINK & HOFMANN, 2007;
JAIN et al., 2008) erwiesen sich als praktikabel, sicher und gut vertriglich. Die
Vertriglichkeit der verwendeten transMAG™ wird durch die Tatsache
untermauert, dass dhnliche Nanopartikel auch fiir anderweitige Zwecke in der
Medizin verwendet werden, beispielsweise als Kontrastmittel bei der
Magnetresonanztomographie oder —angiographie (WANG et al., 2001; TAUPITZ
et al, 2003). Abbildung 18 =zeigt Eisenakkumulation im Exstirpat nach

i.t.-Injektion einer Gentherapie und anschlieBender Magnetofektion.
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Abbildung 18: Eisenakkumulation im Exstirpat nach intratumoraler
Injektion einer immunologischen Gentherapie mit Eisennanopartikeln und
anschliefender Magnetofektion.

Expressionsnachweise der mittels Magnetofektion iibertragenen Gene wurden in
verschiedenen Studien in vitro und in vivo unter Laborbedingungen erbracht
(SCHERER et al., 2002; KROTZ et al., 2003a; KROTZ et al., 2003b). In der
vorliegenden Studie an Patiententieren war die Durchfilhrung eines
Expressionsnachweises nicht moglich. Die spezieseigenen Zytokine, die nach
Gentransfer und Magnetofektion in den Tumoren exprimiert wurden, konnten post
operationem in den Exstirpaten nicht von endogenen Zytokinen unterschieden
werden, da die zu transfizierenden Zytokingene nicht mit einem Markerprotein
versehen waren. Auflerdem waren die Zytokinkonzentrationen zum Zeitpunkt der
Operation vermutlich nicht mehr messbar, da deren Expression auf wenige Tage
post injectionem begrenzt war. Zum Nachweis einer Expression der Zytokingene
in FISS unter Feldbedingungen miissten Biopsieproben direkt vor und mehrmals
nach der i.z.-Injektion im Abstand von wenigen Stunden entnommen werden. Dies
wurde von der Projektgruppe abgelehnt, da mit der Probenentnahme keine
kurative oder diagnostische Intention verfolgt und den Tieren vermeidbare

Schmerzen und Belastungen zugefiihrt worden wiren. Mit Hilfe einer anderen
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Strategie gelang es HUTTINGER und Kollegen dennoch einen
Expressionsnachweis des Transgens unter Feldbedingungen zu erbringen. Das
Gen fiir humanes GM-CSF (huGM-CSF) wurde, ebenfalls unter der Kontrolle des
CMV-Promotors, anstatt feGM-CSF in das Expressionsplasmid eingesetzt. Sieben
Katzen erhielten in unterschiedlichen Abstinden zur Exstirpation eine i.t.-
Injektion dieses Plasmids mit anschlieBender Magnetofektion. Alle sieben
Tumoren exprimierten huGM-CSF, was als Expressionsnachweis von
Zytokingenen nach Magnetofektion unter Feldbedingungen zu bewerten ist
(HUTTINGER et al., 2008). Fiir die vorliegende Studie wurde, nach
Zusammenfassung der Ergebnisse aller in vitro- und in vivo-Studien, die

Effektivitit der Transfektionsmethode als ausreichend belegt angesehen.

3. Intratumorale Injektion

Die i.z.-Administrationsroute der immunologischen Gentherapie wurde aus
verschiedenen Griinden gewéhlt. Eine direkte in vivo-Transfektion von Tumoren
mit immunstimulatorischen Zytokingenen konnte durch die Ausprdgung von
Immunreaktionen gegen eine groe Anzahl von Tumorantigenen eine
Verbesserung der Antitumorreaktivitidt bewirken. Dieser lokale Immunstimulus
konnte auch die Toleranz gegeniiber Eigenantigenen auf manifestierten Tumoren
aufheben (DOW et al., 1998). Eine lokale Applikation war dariiber hinaus mit der
geringsten Belastung fiir den Patienten verbunden, konnte ambulant durchgefiihrt
werden und war gleichzeitig kostengiinstig.  Bisher  durchgefiihrte
Phase-I und -1I-Studien beim FISS belegen die einfache Durchfiihrbarkeit und
Sicherheit dieser Administrationsroute (JAHNKE et al., 2007; HUTTINGER et
al., 2008; WALSCH, 2010; HOEKSMA, 2011). Daraus resultiert eine hohe
Praxisrelevanz fiir den zukiinftigen Einsatz. KUDO-SAITO und Kollegen wiesen
die Uberlegenheit der i.t-Administrationsroute gegeniiber systemischen
s.c.-Injektionen einer Immunogentherapie in Mausmodellen nach (KUDO-SAITO
et al., 2004). Besonders fiir IL-2 resultierte die i.z.-Applikationsroute in einer
gesteigerten Effektivitdt im Vergleich zu peritumoralen Injektionen (JACOBS et
al., 2005). MULLER-HEIDELBERG ermittelte nach i.z.-Injektion eines viralen
Genvektors effiziente Zytokinkonzentrationen im Tumor bei gleichzeitig

ausbleibender systemischer Toxizitdt. Parallel dazu wurde nach postoperativer,
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s.c.-Applikation des identischen Genvektors eine Abschwemmung in die Blutbahn
vermutet. Dies fiihrte zu verstiarkter Immunantwort gegen den Vektor, schneller
Elimination der Viren und verminderter IL-2-Produktion bei gleichzeitiger Gefahr
der Transfektion von inneren Organen. Diese Beobachtungen lieferten die
Erklarung fiir die deutlich verstirkte Immunreaktion nach s.c.-Applikation des
Vektors und Verinderungen von Organparametern post injectionem (MULLER-
HEIDELBERG, 2003). Weitere Studien zeigten driiber hinaus, dass lokale
Zytokinexpression ausreichend fiir eine systemische Ausprigung der
Antitumorantwort und eventuell sogar effektiver war (MAASS et al., 1995;
ZATLOUKAL et al., 1995; BERNSEN et al., 1999; BARNARD et al., 2000). Die
zweimalige i.t.-Injektion der immunologischen Gentherapie sollte einen
booster-Effekt erzielen. Ein solcher wurde in einer Studie am Prostatakarzinom
des Mannes nachgewiesen. Nach der zweiten i.z.-Injektion einer Gentherapie kam
es zu einem deutlichen Abfall des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) (MILES
etal., 2001).

Um die beschriebene Effizienz des lokalen Gentransfers bei gleichzeitig geringer
bis nicht nachweisbarer Toxizitdit zu niitzen, verwendete KEMPF
Pferdekollagenschwamme, die mittels vacuum loading mit Zytokingenen versetzt
und nach Exstirpation der FISS in den Operationssitus implantiert wurden. Zwei
der 15 Tiere dieser Studie zeigten eine Serombildung im Wundgebiet, die
eventuell durch das Pferdekollagen ausgelost wurde (KEMPF, 2005). Dieser
Ansatz wurde nicht weiter verfolgt. Intravendse Applikation von Zytokinen kann
in dramatischen, systemischen Nebenwirkungen resultieren, wie z. B. dem
capillary leakage syndrome mit Beeintrdchtigung der Blut-Hirn-Schranke
(ELLISON et al., 1987). Die Effektivitit einer i.v.-Zytokintherapie kann zudem
durch die schnelle Elimination aus dem Organismus vermindert werden (BOCCI,
1994). Diese Tatsachen sprachen gegen eine i.v.-Therapie in der vorliegenden

Studie.

4. Spezieseigene Zytokingene und ihre Kombination

In der vorliegenden Studie wurden aus zwei Griinden spezieseigene, feline
Zytokingene verwendet. Einerseits konnen speziesfremde Zytokine als
Fremdproteine die Bildung von Antikdrpern auslosen (ARAI et al., 2000;
MULLER-HEIDELBERG, 2003). Handelt es sich um neutralisierende
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Antikorper, steht das Zytokin nicht mehr zur Verfiigung und der erwiinschte
Effekt bleibt aus. Dariiber hinaus kann es durch Kreuzreaktivitit der Antikorper
zur Zerstorung von korpereigenen Zytokinen kommen (LONDON, 1999). Im
Falle der Zerstorung von felL-2, feIlFN-y und feGM-CSF wire eine Defizienz des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems die Folge. Eine weitere Tatsache,
die fiir die Verwendung von spezieseigenen Zytokinen sprach, war ihre
Speziesspezifitit. Erst ab einer Ubereinstimmung von deutlich mehr als 60 % der
Aminosdurensequenz liegt eine speziesiibergreifende Reaktivitdt des Zytokins vor
(SCHEERLINCK, 1999). Im Falle von felL-2 stimmen 81 % der
Aminosduresequenz mit hulL-2 {iberein und eine Stimulation von felinen
Leukozyten durch hulL-2 wurde nachgewiesen (COZZI et al.,, 1995). Fiir
huGM-CSF liegt mit einer Homologie von 69 % (DUNHAM & BRUCE, 2004)
nur eine begrenzte Wirkung auf katzeneigene Lymphozyten vor (ARAI et al.,
2000). Humanes IFN-y (hulFN-y) zeigt mit einer Ubereinstimmung von lediglich
63 % der Aminosduresequenz gegeniiber fe[FN-y (ARGYLE et al., 1995) keine

spezieslibergreifende Reaktivitit.

Der Einsatz von Zytokingenen und deren Expressionsprodukt zur Steigerung der
Antitumorimmunitdt wurde bereits mehrfach in der Literatur diskutiert. Meist
wurde ein Zytokingen als Monotherapie eingesetzt: IL-2 (GANSBACHER et al.,
1990b; HORTON et al., 1999), IFN-y (GANSBACHER et al., 1990a) oder
GM-CSF (ARMSTRONG et al.,, 1996). Das therapeutische Potential einer
Zytokingentherapie kann durch eine synergistische Kombination gesteigert
werden. Plasmide, kodierend fiir IL-2 und GM-CSF, schiitzten nach gemeinsamer
Injektion mit einer PSA-Vakzine vor einem Tumorriickfall mit PSA-Expression
im Mausmodell (ROOS et al., 2005). Durch den Transfer der Zytokingene fiir
IL-2 und IFN-y in Tumorzellen eines murinen Fibrosarkommodells wurde die
MHC-I-Expression auf den Tumorzellen gesteigert. Tumorzellen, die beide
Zytokine exprimierten, wurden von syngenen Madusen stets abgestoBen. Dies
wurde durch eine tumorspezifische Aktivierung von CTL erreicht (ROSENTHAL
et al., 1994). Eine dhnliche Synergie von IL-2 und IFN-y wurde in einer Studie an
Maiusen mit experimentell induzierten Tumoren einer Pankreaszelllinie erkannt
(CLARY et al, 1996). Den starken synergistischen Effekt einer
Kombinationstherapie aus Genen fiir [IFN-y und GM-CSF belegten YOON und
Mitarbeiter ebenfalls in einem Mausmodell (YOON et al., 1998). Nach
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Betrachtung dieser Ergebnisse konnte von einer gesteigerten Effektivitit bei
Kombination der drei Zytokingene ausgegangen werden. Sowohl das angeborene
(IFN-y und GM-CSF) als auch das adaptive (IL-2 und IFN-y) Immunsystem
werden aktiviert und miteinander verbunden. Belege fiir dieses -effektive
Zusammenspiel lieferten Spontanremissionen von Basalzellkarzinomen, die mit
dem Vorhandensein von u. a. IFN-y, IL-2 und GM-CSF in Zusammenhang
gebracht wurden (WONG et al., 2000). Auch an einem murinen Sarkommodell
wurden die synergistischen Effekte dieser drei Zytokine nachgewiesen (ARUGA
et al., 1997). Auf der Grundlage dieser Uberlegungen und Nachweise wurde in
den klinischen Phasen zur immunologischen Gentherapie beim FISS die

Kombination der drei Zytokingene der Katze verwendet.

5. Phasen der Therapiestudie und Studiendesign

Veterindrmedizinische Studien sind aus verschiedenen Griinden in ihrer
Aussagekraft oft limitiert. Retrospektive Studien, die Auswertung abweichender
Kombinationen von Therapieformen und ein Ungleichgewicht der Zuordnung in
die eine oder andere Studiengruppe (z. B. beeinflusst durch den Besitzerwillen
oder finanzielle Aspekte) sind haufig. Die vorliegende Studie wurde im Gegensatz
dazu prospektiv angelegt und erfiillte alle Qualitdtsanforderungen, die hohe

Objektivitdt und Aussagekraft verleihen.

Das Ziel der vorliegende Phase-III-Studie zur immunologischen Gentherapie als
neoadjuvante Zusatztherapie beim FISS war primidr der Nachweis einer
Effektivitdt im Hinblick auf Absenkung der Rezidivrate nach der Operation der
Tumoren im Vergleich zur derzeitigen Standardtherapie. Klassisch gehen einer
Phase-I11-Studie zwei weitere Studienphasen voraus: Eine Phase-I-Studie zur
Dosisfindung, gefolgt von einer Phase-1I-Studie zur Aktivitits- und
Vetraglichkeitsbewertung. Dieser zeitliche Ablauf ist im vorliegenden Fall
gewihrleistet. JAHNKE und Kollegen ermittelten mit der vierten Dosisstufe der
Kombinationstherapie eine sichere und gut vertrigliche Dosis. Diskutiert wurde
aber auch der Einsatz der dritten Dosisstufe in den folgenden Studien, da in der
hochsten Dosisstufe vier von acht Katzen Rezidive entwickelten. In den
niedrigeren drei Dosisstufen zeigten sich zusammengenommen nur zwei Rezidive

(JAHNKE et al., 2007). Urséchlich fiir die vermutete geringere Effektivitit der
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hochsten Dosisstufe konnte die glockenférmige Wirkungskurve von IL-2 sein. Es
wirkt in hoheren Dosen weniger effektiv (CORTESINA et al., 1994; SCHMIDT
et al., 1995). Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde die Dosis der drei felinen
Zytokingene in der folgenden Phase-II-Studie angepasst. Dies ist legitim, da ein
sekunddres Ziel einer Phase-II-Studie auch die Evaluierung weiterer
Dosisgruppen ist (VAIL, 2007). Die Auswertung der Phase-II-Studie ergab, dass
bei Verwendung von 150 ug Plasmid kodierend fiir felL-2, 450 ng Plasmid
kodierend fiir felFN-y und 750 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF meist nur
milde und selbstlimitierende Toxizitdten auftraten. Die Autorin wertete die
Verbesserung der Rezidivrate von 65 % in der Kontrollgruppe auf 45 % in der
Therapiegruppe trotz fehlender statistischer Untermauerung als Hinweis auf eine
Aktivitdit der immunologischen Gentherapie in der verwendeten Dosierung, da
vermutlich die kleine GruppengroBle ausschlaggebend fiir die Verfehlung der
statistischen Signifikanz war (HOEKSMA, 2011). Diese Ergebnisse rechtfertigten
die Entscheidung zur Durchfilhrung einer Phase-III-Studie mit der
Kombinationstherapie aus 150 pg Plasmid kodierend fiir felL.-2, 450 pg Plasmid
kodierend fiir fe[FN-y und 750 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF.

In einer Phase-III-Studie soll die Effektivitit einer neuen Therapie mit einer
Standardtherapie verglichen werden (VAIL, 2007). Dieser Anforderung wurde in
der vorliegenden Studie entsprochen. Die chirurgische Tumorexstirpation gilt in
Deutschland derzeit als Standardtherapie beim FISS, da Bestrahlungseinheiten fiir
veterindrmedizinische Zwecke nur punktuell und nicht flichendeckend verfligbar
sind und Chemotherapie auf Grund geringer Ansprechraten und Fehlen von
wissenschaftlich gesicherten Effektivitdtsnachweisen nicht empfohlen werden
kann. Eine weitere Toxizitdtsuntersuchung in der vorliegenden Studie sollte zur
endgiiltigen Bestdtigung der Unbedenklichkeit der immunologischen Gentherapie
mittels Magnetofektion dienen. Dariiber hinaus wurde in dieser abschlieBenden
Toxizitdtsbewertung auch dem Aspekt der Lebensqualitédt der Patienten Rechnung

getragen, wie von einer Phase-III-Studie gefordert (VAIL, 2007).

Die vorliegende Studie war prospektiv, kontrolliert, blockrandomisiert und
doppelt geblindet. Diese Charakteristika stellen Qualitétskriterien einer klinischen
Phase-I11-Studie dar. Die Ergebnisse prospektiver Studien mit definierten
Fragestellungen im Studienprotokoll werden generell als hochwertig betrachtet,

im Gegensatz zu retrospektiven Auswertungen. Prospektiv angelegte Studien
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lassen die sichersten Riickschliisse auf die Wirksamkeit einer neuen Therapie zu
(KHANNA & PAOLONI, 2009). Die vorliegende Arbeit wurde prospektiv
geplant und entsprechend der vor Studienbeginn festgelegten Vorgehensweise

durchgefiihrt.

Randomisierung der Studienpatienten verhindert eine Einflussnahme von
bekannten oder unbekannten Patientencharakteristika auf den Ausgang der Studie,
da nicht ein Arzt oder Besitzer entscheidet, welcher Gruppe ein Patient
zugeordnet wird, sondern ein Losverfahren oder ein vorab festgelegter Plan. Um
eine gleiche Verteilung von bekannten positiv und negativ prognostischen
Faktoren in den Gruppen zu erreichen und deren Einflussnahme auf den Ausgang
der Studie zu verhindern, sollte vor Zuordnung eines Patienten in einen
Studienarm eine Stratifizierung nach bekannten Faktoren vorgenommen werden
(KHANNA & PAOLONI, 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden diese
Anforderungen erfiillt. Sowohl eine Stratifizierung als auch eine Randomisierung
wurde durchgefiihrt. Die Parameter ,,Primirtumor* — ,Rezidiv* und ,klein*“ —
,»grofl* wurden zur Stratifizierung herangezogen, da Studien belegten, dass diese
Kriterien einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen konnen. Bereits
rezidivierte Tumoren zeigten in Studien eine kiirzere mediane rezidivireie Zeit
und eine hohere Rezidivrate (DAVIDSON et al., 1997; HERSHEY et al., 2000;
COHEN et al., 2001; ECKSTEIN et al., 2009). Ahnliches ergab sich fiir groBe
Tumoren (COHEN et al., 2001; HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001; DILLON
et al.,, 2005; ECKSTEIN et al., 2009). Der Schwellenwert von 2,0 cm bei der
Stratifizierung nach GroBe wurde in Anlehnung an verschiedene Publikationen
gewdhlt (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001; DILLON et al., 2005;
ROMANELLI et al., 2008).

Eine historische Kontrollgruppe kann auf Grund unterschiedlicher
Einflussvariablen strukturell so verdndert sein, dass der Unterschied zur
Therapiegruppe nicht mehr ausgeglichen werden kann. Eine solche Variabilitdt
zwischen den Gruppen kann das Studienergebnis deutlicher beeinflussen als die
zu untersuchende Therapie selbst (KHANNA & PAOLONI, 2009). Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit eine aktuelle Kontrollgruppe
herangezogen, die parallel zur Therapiegruppe aufgenommen und vom
identischen Studienteam und dem identischen Chirurgen behandelt wurde.

Einzige Einschrinkung war, dass auf Grund ethischer Bedenken die Operation bei
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Tieren der Kontrollgruppe nicht erst nach 14 Tagen erfolgte und auf die Injektion
leerer Plasmide, transMAG'™, einer Placebosubstanz  oder alleiniger
Magnetofektion zweimal im Abstand von sieben Tagen prae operationem
verzichtet wurde. Der zeitliche Aufschub einer Therapie mit kurativer Intention ist
im Falle einer aggressiven Krebserkrankung wie dem FISS ohne neoadjuvante

Therapie nicht zu vertreten.

Die Blindung im Hinblick auf die Gruppenzugehorigkeit eines Patienten
verhindert bewusste oder unbewusste Einflussnahme durch den behandelnden
Arzt oder den Patientenbesitzer. Bis auf gewisse Einschrinkungen war die
Blindung der Tierdrzte im Bezug auf Gruppenzugehorigkeit der Patienten stets
gewihrleistet. Die Randomisierung sowie die Herstellung und Injektion der
immunologischen Gentherapie oblagen der ungeblindeten Leiterin des
Studienteams allein. Durch die Unterschiede im zeitlichen Ablauf der Gruppen
konnte in Einzelfillen eine Situation entstehen, in der die Blindung nicht mehr
vollstidndig aufrecht zu erhalten war. Da aber parallel zur vorliegenden Studie im
Projekt IMAGNA andere Gentherapiestudien durchgefiihrt wurden, die nach
identischem Zeitplan abliefen, wurde zumindest kein Einblick gewéhrt, welche
immunologische Gentherapie der jeweilige Patient erhielt. Die Patientenbesitzer

waren wihrend des gesamten Studienzeitraumes stets geblindet.

Zur Objektivitdt der Studie und ihrer Ergebnisse trigt auch die Verwendung der
VCOG-CTCAE bei, die eine einheitliche und vergleichbare Bewertung von
Toxizitdten erlaubt (VAIL, 2004). Zusammenfassend zeigen die Ausfiihrungen
den hohen qualitativen Wert der vorliegenden Studie und ihre wissenschaftliche

Relevanz.

6. Nebenwirkungen

Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der Untersuchung auf
Nebenwirkungen und deren Korrelation mit der immunologischen Gentherapie

diskutiert werden.

Der statistisch signifikante Abfall des Himatokrits im Vergleich von Tag 14 zu
Tag -14 innerhalb der Therapiegruppe wurde dem chirurgisch bedingten

Blutverlust zugeschrieben, da in der Kontrollgruppe dhnliche Verdnderungen des
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Héamatokrits beobachtet wurden und so keine statistische Signifikanz berechnet
werden konnte. Die beobachteten Erniedrigungen des Hématokrits an Tag 14
waren bei allen Katzen milder Natur. Hinweise auf eine hdmolytische Andmie
(Hyperbilirubindmie, Sphérozytose),  wie sie insbesondere ~ nach
IFN-y-Applikation auftreten kann (QUESADA et al., 1986; RABINOWITZ et al.,
1990), wurden in keinem Fall beobachtet. Die Hdmatokritverdnderungen wurden

deshalb als wahrscheinlich nicht therapiebedingt bewertet.

Fir die Gesamtzahl der Leukozyten wurden keine relevanten Verdnderungen
dokumentiert. Bei Betrachtung des Parameters Monozytose ergab sich innerhalb
der Therapiegruppe zwar kein signifikanter, aber ein gut erkennbarer Unterschied
zwischen Tag -14 mit zwei Féllen von Monozytose entgegen keinem Fall einer
Monozytose an Tag 0. In der Phase-I-Studie von JAHNKE wurde in der vierten
und damit hochsten Dosisgruppe im Vergleich zur zweiten Dosisgruppe an Tag 0
eine statistisch signifikant niedrigere Monozytenzahl beobachtet. Innerhalb der
hochsten Dosisgruppe war der Abfall von Tag -7 auf Tag 0 ebenfalls deutlich zu
erkennen. Fiir diese Befunde wurde die hohe Dosis feGM-CSF verantwortlich
gemacht (JAHNKE et al., 2007). In der vorliegenden Studie wurde eine noch
hohere Dosis feGM-CSF verwendet, weshalb auch hier eine Beeinflussung der
Monozytenzahl zwischen Tag -14 und Tag 0 vermutet werden kann. Die
Monozytose zweiten Grades an Tag 45 bei einer Katze der Therapiegruppe konnte
als kompensatorische Ausschiittung gewertet werden. Insgesamt waren
Monozytosen selten und auch in der Kontrollgruppe vorhanden. Dariiber hinaus

entstand keine klinische Relevanz aus der Verdnderung dieses Parameters.

In der von KEMPF veroffentlichten Studie zur immunologischen Gentherapie
kam es zu therapiebedingten Lymphopenien in den hdéheren Dosisstufen. Als
ursdchlich wurde die durch IL-2 induzierte Ausschiittung von TNF-a
angenommen. Es wurden bis zu 600 png Plasmid kodierend fiir felL-2 in der
hochsten Dosisstufe verwendet (KEMPF, 2005). In der vorliegenden Studie traten
in der Therapiegruppe relativ hdufig Lymphopenien von Grad 1 bis Grad 3 auf.
Derartige Verdnderungen wurden aber bereits an Tag -14 vor Intervention durch
die immunlogische Gentherapie beobachtet. Ab Tag 45 traten keine
Lymphopenien dritten Grades mehr auf. Ein dhnliches Bild zeigte sich in der
Kontrollgruppe. Auch hier lagen die Schweregrade der beobachteten

Lymphopenien zwischen Grad 1 und Grad 3 und sanken in Anzahl und Schwere
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an Tag 90 ab. Dieses parallele Verlaufsmuster und die Tatsache, dass lediglich
150 pg Plasmid kodierend fiir felL-2 verwendet wurde, legte den Verdacht auf
eine physiologische, kortisolerge Stressreaktion (DOUGHERTY & FRANK,
1953) nahe. Diese nahm auf Grund eines Gewohnungseffekts im Verlauf der
Studie langsam ab. Ein Zusammenhang mit der Therapie kann aber letztlich nicht
komplett ausgeschlossen werden, weshalb die Befunde als eventuell
therapiebedingt bewertet wurden. JAHNKE und HOEKSMA konnten keine
signifikanten Verdnderungen im Bezug auf den Parameter Lymphopenie

aufzeigen (JAHNKE et al., 2007; HOEKSMA, 2011).

Milde Eosinophilien traten in beiden Gruppen hdufig auf, lieBen aber in ihrem
zeitlichen Verlauf kein Muster erkennen und zeigten keine statistischen
Signifikanzen in den Analysen. Obwohl Eosinophilien nach Therapie mit IL-2
und daraus resultierender Interleukin-5 (IL-5)-Ausschiittung auftreten kdnnen
(VAN HAELST PISANI et al., 1991), ist ein therapiebedingter Zusammenhang
nur vielleicht gegeben, da Eosinophilien auch in der Kontrollgruppe haufig waren.
Alle weiteren Parameter des Differentialblutbildes zeigten nur einzelne, mild bis
moderat verdnderte Werte die wahrscheinlich nicht therapiebedingt waren und

keine klinische Relevanz zeigten.

Bei Betrachtung der Serumparameter muss beziiglich einer Hyperbilirubindmie
lediglich Katze Nr. 18 der Therapiegruppe genannt werden. Diese zeigte an
Tag -7 im Vergleich zu Tag -14 eine milde Hyperbilirubindmie und zweimaligen
Vomitus bei gutem Allgemeinbefinden und ungestértem Fressverhalten. Der
Héamatokrit lag im oberen Referenzbereich und lieferte keinen Hinweis auf eine
hamolytische Andmie. So fiel der Verdacht auf eine intra- oder posthepatische
Ursache. Die klinische Untersuchung und ein durchgefiihrter Ultraschall des
Abdomens ergaben keine besonderen Befunde. In der Literatur sind Erhdhungen
der Bilirubinkonzentration nach Therapie mit IL-2 beschrieben (PUNT et al.,
1990; VIAL & DESCOTES, 1992; KAMMULA et al., 1998). Ursédchlich konnte
eine akute, multifokale Hepatitis mit Nekrose und eine akute Pericholangitis
gewesen sein. Dies wird als unspezifische Toxizitdt bewertet, die nicht wiederholt
auftreten muss und einen Ausschluss des IL-2 von der Therapie nicht zwingend
ndtig macht (PUNT et al., 1990). Auch unter Therapie mit GM-CSF (PRINCE et
al., 1995; AL-HOMAIDHI et al., 1998) wurden Hyperbilirubindmien beschrieben,
ausgelost durch ein capillary leakage syndrome. Die Erhohung der
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Bilirubinkonzentration an Tag -7 wurde bei diesem Patienten als wahrscheinlich
therapiebedingt bewertet. FEine sonographisch sichtbare, pathologische
Verdanderung der Leber war aber nicht gegeben. Im weiteren Verlauf der Studie

zeigte der Patient keine Hyperbilirubindmie und keinen Vomitus mehr.

Bei einer Katze der Therapiegruppe (Katze Nr. 9) wurde an Tag 14 eine deutliche
AST-Aktivititssteigerung  festgestellt. Die  Katze war bei  gutem
Allgemeinbefinden und zeigte keine Anzeichen einer Lebererkrankung.
Allerdings hatte sich bei dieser Katze zwischen Tag 2 und Tag 14 eine
Wundheilungsstérung vierten Grades mit Infektionsanzeichen, Odem und
Héamatom gebildet. Das Enzym AST ist auller in der Leber auch in
Skelettmuskulatur zu finden (NILKUMHANG & THORNTON, 1979). Bei
gleichzeitiger =~ Abwesenheit  einer  erhdhten  Alanin-Aminotransferase
(ALT)-Aktivitdit ist von einer extrahepatischen Enzymquelle auszugehen
(CENTER, 2007). Da im vorliegenden Fall keine Steigerung der ALT-Aktivitdt
vorlag und gleichzeitig ein Grund fiir die Zerstdrung von Skelettmuskelgewebe
erkennbar war (die massive Wundheilungsstérung), wurde die erhohte
AST-Aktivitdt als wahrscheinlich nicht therapiebedingt bewertet. An Tag 90
zeigte die identische Katze eine milde Steigerung der AST-Aktivitdt. Dies konnte
auf Umbauprozesse des geschddigten Muskelgewebes zuriickgefiihrt werden. Ein
Zusammenhang mit der immunologischen Gentherapie war im Hinblick auf den
groBen  zeitlichen Abstand unwahrscheinlich. Zwei  weitere  milde
AST-Aktivitédtssteigerungen traten in der Therapiegruppe auf. Klinisch zeigten
sich keine Symptome bei diesen Katzen. JAHNKE und HOEKSMA konnten
keinen Zusammenhang zwischen AST-Aktivitit und immunologischer
Gentherapie herstellen (JAHNKE et al., 2007; HOEKSMA, 2011). Da in der
Literatur Erh6hungen der Transaminasen nach Interferontherapie beschrieben sind
(QUESADA et al., 1986; VIAL & DESCOTES, 1994), kann ein Zusammenhang
mit der immunologischen Gentherapie aber nicht endgiiltig ausgeschlossen

werden.

Von Beginn der Studie an zeigten in der Therapiegruppe deutlich mehr Katzen
eine Verdnderung der Kreatininkonzentration im Serum. Alle diese Tiere wiesen
zum Zeitpunkt der Aufnahmeuntersuchung Veranderungen der Nieren im Sinne
einer chronischen Niereninsuffizienz auf. Die Schweregrade der Verdnderungen

waren in der Therapiegruppe wéihrend der gesamten prédoperativen Phase
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identisch. Die zum GroBteil verbesserten Werte der Patienten an Tag 14 lieen
sich durch die postoperative Infusionstherapie erkldren. HOEKSMA beobachtete
einen dhnlichen Verlauf (HOEKSMA, 2011). Ein Patient der Therapiegruppe
(Katze Nr. 6) mit bestehender moderater Erh6hung zeigte eine schwerwiegende
Kreatininerhdhung auf Grad 3 an Tag 90. Dieser Befund war mit dem
Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz vereinbar. Durch den grof3en
zeitlichen Abstand zu den Injektionen der immunologischen Gentherapie war ein
Zusammenhang nicht zu erkldren. Die Kreatininerh6hungen auf Grad 3 in der
Therapiegruppe (Katze Nr. 11) und Grad 4 in der Kontrollgruppe (Katze Nr. 5) an
Tag 14 waren auf eine hypoxische Schddigung der Niere wahrend der Narkose
zuriickzufiihren. Ein Einfluss der Therapie auf die Kreatininkonzentration war

generell unwahrscheinlich.

Bei initialer Vorstellung vor therapeutischer Intervention zeigten insgesamt elf
Katzen der Therapiegruppe eine milde oder moderate Hyperglykdmie. Im
weiteren Verlauf nahm die Anzahl der beobachteten Hyperglykdmien ab und
pendelte sich auf ein Niveau ein. Eine Katze (Katze Nr. 12) zeigte wiederholt eine
moderate Hyperglykdmie. Nur der Abfall von Tag -14 auf Tag 0 war statistisch
signifikant. In der Kontrollgruppe lagen ebenfalls hidufig milde Hyperglykdmien
vor und im Vergleich zur Therapiegruppe zeigte sich keine statistische
Signifikanz. Eine stressbedingte Hyperglykdmie (DROBATZ & MANDELL,
1999; RAND et al., 2002) erklarte sowohl den zeitlichen Verlauf der auftretenden
Hyperglykdmien (Abnahme durch einen GewoOhnungseffekt) als auch die
Tatsache, dass Hyperglykdmien in beiden Gruppen auftraten. Auch das
wiederholte Vorliegen der moderaten Hyperglykdmie von Katze Nr. 12 in der
Therapiegruppe konnte durch eine akute Stressreaktion auf Grund der
Studienbesuche erkldrt werden. Die Blutglukosekonzentration kann bei akut
auftretendem Stress auf bis zu 22 mmol/l ansteigen (DROBATZ & MANDELL,
1999). Ein Diabetes mellitus wurde fiir dieses Tier durch Untersuchung des
Fruktosamins ausgeschlossen. Ein Zusammenhang mit der Therapie war

unwahrscheinlich.

Allergische Reaktionen traten in der Therapiegruppe weder bei Erstinjektion der
immunologischen Gentherapie noch bei wiederholter Gabe an Tag-7 auf.
HOEKSMA beobachtete bei zwei von 20 Katzen eine selbstlimitierende,

vermutlich allergische Reaktion im direkten Zusammenhang mit der i.z.-Injektion
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(HOEKSMA, 2011). Dass in der vorliegenden Studie unter 25 Katzen keine
allergische Reaktion beobachtet wurde, spricht flir die Sicherheit der Therapie

auch unter Praxisbedingungen.

Gewichtsverlust trat in beiden Gruppen hiufig auf. In der postoperativen Phase
waren die Befunde der Therapie- und der Kontrollgruppe statistisch nicht
voneinander verschieden und wurden in beiden Gruppen dem Verlust an
Korpermasse durch die Operation zugeschrieben. Dies erkldrte auch den
statistisch signifikanten Unterschied zwischen Tag -14 und Tag 14 innerhalb der
Therapiegruppe. Ein Zusammenhang mit der immunologischen Gentherapie war
dariiber hinaus moglich. Dies wird gestiitzt von der Beobachtung, dass in der
Therapiegruppe bereits an Tag 0 sieben Katzen Gewichtsverlust zeigten. In drei
Féllen trat dieser ohne erkennbare Symptome auf. In weiteren drei Féllen (Katzen
Nr. 4, 12 und 13) lagen vorberichtlich Vomitus, Lethargie oder Anorexie vor, fiir
die die immunologische Gentherapie verantwortlich gemacht werden konnte. Bei
Katze Nr. 10 war mit einem Spulwurmbefall eine Ursache fiir die schwere
Anorexie und den daraus resultierenden Gewichtsverlust zu erkennen.
Zusammengenommen wurde der praoperative Gewichtsverlust als wahrscheinlich
mit der Therapie assoziiert beurteilt. HOEKSMA kommt zu einem &hnlichen
Ergebnis (HOEKSMA, 2011). Ein Vergleich mit einer Kontrollgruppe iiber den
selben Zeitraum hitte Aufschluss bringen konnen, da die Stresskomponente,
verursacht durch die vorherigen Besuche und die medizinischen Prozeduren,
alleine ausreichen konnte, das Fressverhalten eines sensiblen Katzenpatienten zu
beeintrichtigen. Da die Patienten wihrend der Applikationsphase der Gentherapie
weiterhin  unter ihrem Tumor litten, war auch eine Krebskachexie
(CHLEBOWSKI & HEBER, 1986) als Ursache fiir den Gewichtsverlust denkbar.
Der schwerwiegende Gewichtsverlust von Katze Nr. 4 an Tag 45 stand mit der
massiven Anorexie von Tag 14 in Zusammenhang. Als ursidchlich musste die
akute postoperative Pankreatitis bei diesem Patienten angesehen werden. Der

Einfluss der immunologischen Gentherapie war in diesem Fall unklar.

Milde und moderate Lethargie wurde in der prdoperativen Phase in der
Therapiegruppe gehéduft an Tag 0 beobachtet. Der Unterschied zu Tag -14 war
statistisch nicht signifikant, ein Zusammenhang mit der immunologischen
Gentherapie war aber wahrscheinlich, da Lethargie als hdufige Nebenwirkung

einer Therapie mit Zytokinen in der Literatur beschrieben wurde (CAPURON et
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al., 2002). Auch von HOEKSMA wurden in der prdoperativen Phase Lethargien
beobachtet (HOEKSMA, 2011). Dariiber hinaus kann auch die Tumorerkrankung
selbst einen Einfluss auf die Lethargie der Patienten haben (STASI et al., 2003).
Ein Vergleich mit der Kontrollgruppe war in diesem Zeitraum nicht moglich, an
Tag 0 zeigten jedoch auch in dieser Gruppe zwei Patienten eine milde Lethargie.
An Tag 14 waren beide Gruppen in Haufigkeit und Schweregrad des
lethargischen Verhaltens identisch. Dies konnte durch den Wundschmerz, die
korperliche Beeintrdchtigung nach der Operation und die analgetische
Behandlung erklért werden. Ein andauernder Einfluss der Zytokinwirkung auf die
Patienten der Therapiegruppe konnte aber nicht génzlich ausgeschlossen werden.

Weitere Haufungen von lethargischem Verhalten zeigten sich nicht.

Hyperthermien waren in der Therapiegruppe stets mild und vor allem in der Phase
prae operationem zu finden. IL-1 und TNF-a kdnnten diese Reaktion ausgeldst
haben. Dies wurde nach IL-2-Applikation bereits beobachtet (ELMSLIE et al.,
1991; MOORE, 1996). Da aber auch in der Kontrollgruppe milde bis moderate
Hyperthermien beobachtet wurden, konnte eine Unterscheidung zwischen
stressinduzierter Hyperthermie, paraneoplastischem Fieber (BERGMAN, 2007)
und Nebenwirkung der Zytokintherapie nicht unternommen werden. Die
beobachteten Temperaturerh6hungen waren folglich eventuell mit der Therapie in

Verbindung zu bringen.

Bei Betrachtung des Parameters Anorexie waren schwerwiegende oder massiv
einschrinkende Befunde nur bei zwei Katzen der Therapiegruppe zu erheben.
Katze Nr. 4 zeigte massive Anorexie an Tag 14 auf Grund einer akuten,
postoperativen Pankreatitis. Wie bereits beschrieben, konnte der zusétzliche
Einfluss der immunologischen Gentherapie auf diesen Zustand nicht differenziert
werden. Die schwere Anorexie von Katze Nr. 10 an Tag 0 wurde vermutlich
durch einen Spulwurmbefall ausgeldst, aber auch hier war ein Einfluss der
Therapie nicht auszuschlieBen. Dass die selbe Katze an Tag 45 erneut eine
schwerwiegende Anorexie zeigte, konnte entweder mit der Therapie in
Zusammenhang stehen oder zu den ersten Symptomen des renalen Lymphoms
gezdhlt werden, das der Patient an Tag 175 entwickelte. Dafiir spricht im
Nachhinein das gleichzeitige Vorliegen von Polydipsie und Polyurie.
Morphologisch war zu diesem Zeitpunkt mittels Ultraschall keine Verdnderung

der Nieren zu erkennen. Da die Genese der Anorexie nicht zu ermitteln war, wird
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sie als moglicherweise mit der Therapie in Verbindung stehend bewertet. Weitere
Félle von Anorexie wurden in der Therapiegruppe nur vereinzelt dokumentiert. In
allen Féllen war ein Zusammenhang mit der immunologischen Gentherapie
moglich, da auch in den Vorgéngerstudien und in klinischen Erfahrungsberichten
aus der Humanmedizin Anorexien in Verbindung mit einer Zytokintherapie
gebracht wurden (QUESADA et al., 1986; AL-HOMAIDHI et al., 1998; RYAN
et al., 2000; CAPURON et al., 2002; NADAL et al., 2004; JAHNKE et al., 2007;
HOEKSMA, 2011).

Auch fiir die insgesamt fiinf Félle von Vomitus ersten Grades in der prdoperativen
Phase nach Beginn der therapeutischen Intervention war ein therapiebedingter
Zusammenhang denkbar. In der Phase-I-Studie von JAHNKE und Mitarbeitern
wurde Vomitus mit der immunologischen Gentherapie in Verbindung gebracht
(JAHNKE et al., 2007). Ahnliche Befunde wurden in anderen Studien erhoben
(QUESADA et al., 1986; AL-HOMAIDHI et al., 1998; RYAN et al., 2000;
NADAL et al, 2004). Fiir den einzigen schwerwiegenden Befund in der
Therapiegruppe bei Katze Nr. 14 an Tag 45 wurde allerdings eine Gabe von
Itraconazol verantwortlich gemacht (PLUMB, 2008), die auf Grund einer
Pilzerkrankung im Bestand bei diesem Tier notig war. Ein Zusammenhang
zwischen der Gentherapie und den vier Féllen von Vomitus an Tag 90 in der
Therapiegruppe war, auf Grund des groBen Zeitabstandes zur Injektion,
unwahrscheinlich. Die aufgetretenen  Kotabsatzverdnderungen in  der
Therapiegruppe konnten durch die immunologische Gentherapie nicht erklart
werden und waren vermutlich Zufallsbefunde. Ein Zusammenhang zwischen den
aufgetretenen Wundheilungsstorungen und der Therapie war ebenfalls
unwahrscheinlich, da in der Kontrollgruppe mehr und deutlichere Stérungen der
Wundheilung zu verzeichnen waren. In ihrer Gesamtheit konnten die

Wundheilungsstérungen auf den chirurgischen Eingriff zuriickgefiihrt werden.

Die aufgefiihrten Nebenwirkungen lieBen sich in allen Fillen durch die
Zytokintherapie und deren Auswirkungen auf den Organismus erkléren.
Magnetische Eisennanopartikel waren in keiner Studie mit Nebenwirkungen
assoziiert (ALEXIOU et al., 2000; XIA et al., 2005; KIM et al., 2006; JAIN et al.,
2008). Die verwendeten Plasmide selbst konnten durch bakterielle, unmethylierte
Cytosinphosphatidyl-Guanosin-Motive (CpG) eine direkte Immunreaktion

auslosen. So werden nach Erkennung dieser CpG binnen kurzer Zeit B-Zellen,
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Monozyten, Makrophagen, DC und NK-Zellen aktiviert und proinflammatorische
Zytokine ausgeschiittet (KRIEG, 1999), die ebenfalls fiir die oben beschriebenen
Nebenwirkungen verantwortlich gemacht werden konnten. Eine Unterscheidung
zwischen Nebenwirkungen der Zytokintherapie und Reaktionen auf die CpG

konnte klinisch nicht vorgenommen werden.

7. Effektivitat

Zuletzt soll auf die zentrale Fragestellung der vorliegenden Studie eingegangen
werden. Die Rezidivrate von 28 % innerhalb der Therapiegruppe verfehlte mit
einem p-Wert von 0,318 die statistische Signifikanz im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einer Rezidivrate von 44 %. Der numerisch deutliche
Unterschied der Rezidivraten ist dennoch als Hinweis auf eine Wirksamkeit der
Therapie zu bewerten und war im vorliegenden Fall selbst im Vergleich zu einer
tiberdurchschnittlich  erfolgreichen chirurgischen Intervention erkennbar.
Ursdchlich fiir das Ausbleiben der statistischen Signifikanz war die geringe
Gruppengrofe. Fiir den Nachweis eines statistisch signifikanten Unterschieds
wire, bei Annahme identischer Rezidivraten, eine Fallzahl von 140 Katzen pro
Gruppe notwendig gewesen. Eine solche Fallzahl konnte in der Veterindrmedizin
in einer Multicenterstudie erreicht werden, was bei der Planung einer
weiterfilhrenden Studie mit der Kombinationstherapie aus felL-2, feIFN-y und
feGM-CSF beriicksichtigt werden sollte. Multicenterstudien beinhalten aber durch
die Beteiligung verschiedener Kliniken zusétzliche Variablen, die sich ungiinstig

auswirken und eine Inhomogenitit des Prozedere verursachen kdnnen.

KEMPF verzeichnete in ihrer Phase-I-Studie, in der erstmals die vorliegende
Zytokinkombination verwendet wurde, eine Rezidivrate von 46 % unter den
therapierten Katzen (KEMPF, 2005). In der von JAHNKE und Kollegen
verdffentlichten Phase-I-Studie zur immunologischen Gentherapie mit fellL-2,
IFN-y und feGM-CSF wurde unter den Therapiekatzen eine Rezidivrate von 38 %
ermittelt (JAHNKE et al., 2007). HOEKSMA errechnete in ihrer Studie eine
Rezidivrate von 45 % in der Therapiegruppe (HOEKSMA, 2011). Die deutliche
Verbesserung der Rezidivrate der Therapiegruppe in der vorliegenden Studie
konnte einerseits durch die Modifikation der Therapie im Vergleich zu KEMPF
und JAHNKE erklart werden. Fiir die geringere Effektivitit der immunologischen
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Gentherapie in diesen Studien konnte eine zu hohe Dosis felL-2 (CORTESINA et
al., 1994; SCHMIDT et al., 1995) oder die Aktivierung von Tregs
(AHMADZADEH & ROSENBERG, 2006; AHMADZADEH et al., 2007)
verantwortlich gemacht werden. Andererseits konnte im Vergleich zur Arbeit von
HOEKSMA der prospektive Ansatz der Studie mit parallel aufgenommenen
Kontrolltieren fiir ein besseres und objektiveres Ergebnis in der Therapiegruppe
gesorgt haben. Auch bei Sichtung weiterer Literatur war die in der vorliegenden
Studie ermittelte Rezidivrate von lediglich 28 % in der Therapiegruppe als grof3er
Erfolg zu bewerten. Nach Kombination von Chirurgie und Radiotherapie wurden
vergleichsweise hohe Rezidivraten zwischen 40 und 45 % (CRONIN et al., 1998;
COHEN et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2002) beobachtet. Durch Kombination
von Chirurgie, Bestrahlung und Doxorubicin ergab sich in einer Studie von
BREGAZZI und Mitarbeitern eine Rezidivrate von 28 %. Dieses positive
Ergebnis war aber mit einer kostenintensiven, zeitlich aufwendigen und fiir den
Patienten beeintrichtigenden Bestrahlungs- und Chemotherapie verbunden
(BREGAZZI et al., 2001). Die immunlogische Gentherapie der vorliegenden
Studie war bei identischer Rezidivrate im Vergleich praktikabler, einfacher
durchzufithren und schonender fiir den Patienten. JOURDIER und Mitarbeiter
erzielten durch die Kombination aus Chirurgie, Radiotherapie und viralem
Gentransfer von felL-2-Zytokingenen ebenfalls eine Rezidivrate von 28 %. Ohne
belastende Radiotherapie oder die Risiken des viralen Gentransfers zeigte die
immunologische Gentherapie in der vorliegenden Studie wiederum eine
dquivalente Effektivitit. Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz der

vorgestellten Therapie.

Auffillig war der nahezu identische Verlauf der Kaplan-Meier-Funktionen beider
Gruppen in den ersten sechs Monaten der Studie. Eine Verbesserung der
Rezidivrate der Therapiegruppe wurde erst ab Tag 175 deutlich. Ab diesem
Zeitpunkt trat in der Therapiegruppe kein Rezidiv mehr auf, in der Kontrollgruppe
zeigten sich weitere vier Rezidive nach diesem Zeitpunkt. Dieser Verlauf ist nicht
ungewohnlich fiir immunstimulatorische Therapien. Ein Effekt wurde héaufig erst
ab einem spiteren Zeitpunkt, oftmals bei Betrachtung der Gesamtiiberlebenszeit
in der Humanmedizin, beobachtet. Ein derartiger Funktionsverlauf trat
beispielsweise in einer placebokontrollierten Phase-III-Studie zur Immuntherapie

mit Sipuleucel-T bei metastasierenden Prostatakarzinomen beim Mann auf. Die zu
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untersuchenden Parameter waren die Zeit bis zur Tumorprogression (TTP) und
die Gesamtiiberlebenszeit. Binnen der ersten zwei Monate traten in Therapie- und
Kontrollgruppe hdufig Tumorprogressionen auf und die Kaplan-Meier-Funktionen
der TTP fielen gleich stark ab. Nach dieser Phase separierten sich beide
Funktionen und zeigten eine Verldngerung der TTP in der Therapiegruppe. Diese
erreichte zwar keine statistische Signifikanz, aber eine statistisch signifikante
Verldngerung der Gesamtiiberlebenszeit wéihrend eines Beobachtungszeitraums
von 36 Monaten wurde erreicht (SMALL et al., 2006). Die Autoren diskutierten,
dass die maximale CTL-Aktivitdt bei Sipuleucel-T-Therapie erst nach etwa acht
bis zehn Wochen ausgeprigt sei (SMALL et al., 2000). Dies wurde fiir die hier
verwendete immunologische Gentherapie nicht untersucht, konnte aber den
Verlauf der Kaplan-Meier-Funktionen in der vorliegenden Studie erkldren. Dies
bedeutet aber nicht, dass eine Antitumorreaktion in den ersten Wochen nach
intratumoraler Therapie vollkommen ausbleibt. Stiinde ein Tumormarker fiir das
FISS zur Verfiigung, konnte wahrscheinlich bereits nach wenigen Tagen eine
Immunreaktion in Form eines Absinkens des Tumormarkertiters beobachtet
werden. Dies wurde ebenfalls in Studien zum Prostatakarzinom beim Mann nach
in situ-Vakzinierung gezeigt (MILES et al., 2001; BRILL et al., 2007; BRILL et
al., 2009).

Friihrezidive, die z. B. durch inkomplette Resektion oder besonders malignes
Verhalten des Tumors hervorgerufen werden, konnen durch einen
immunologischen Therapieansatz nicht verhindert werden, da in diesen Féllen die
Tumorbiirde zu groB ist und die volle Antitumorkapazitit des Immunsystems
nicht schnell genug ausgebildet wird. Im Bezug auf weiterfiihrende Studien sollte
aus den beschriebenen Griinden tiiber eine ldngere Beobachtungsphase der
Patienten nachgedacht werden, um den positiven Effekt der immunologischen

Gentherapie auf ldngere Sicht zu untersuchen.

Innerhalb der Randomisierungsblocke traten deutliche Unterschiede im Bezug auf
die Rezidivraten auf (siche Abbildungen 16 und 17). Auftillig war vor allem der
Unterschied zwischen den Primértumoren der Therapie- und der Kontrollgruppe.
Wihrend in der Therapiegruppe unter den insgesamt 14 Primdrtumoren nur zwei
Félle von Rezidivierung auftraten (kleine und groBe Primirtumoren zusammen
genommen), zeigten sich in der Kontrollgruppe unter den ebenfalls

14 Primértumoren (kleine und grofle Primirtumoren zusammengenommen) sechs
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Rezidive. Sowohl in der Therapie- als auch in der Kontrollgruppe traten unter den
je elf Rezidiven (kleine und groBe Rezidive zusammengenommen) flinf Rezidive
wéhrend des Beobachtungszeitraums auf. Der im Hinblick auf die Primédrtumoren
deutliche Vorteil an rezidivfreien Tieren in der Therapiegruppe konnte fiir die
Rezidive nicht dargestellt werden. Die Gruppe der kleinen Rezidive alleine war
im Hinblick auf die Patientenzahl (je 4 Tiere) so klein, dass eine Aussage nicht
moglich war. Im Falle von groflen Rezidiven zeigte die immunologische
Gentherapie, zumindest in der vorliegenden Studie, keine Hinweise auf
Effektivitit. Allerdings war auch hier die Patientenzahl in beiden Gruppen gering
(je 7 Tiere). Diese Ergebnisse konnten zur Identifikation einer Population fiihren,
die einen gesteigerten Nutzen aus der neoadjuvanten Anwendung der
immunologischen Gentherapie zieht, in der vorliegenden Studie beispielsweise
Tiere mit Priméartumoren. Wie bereits beschrieben, haben diese eine bessere
Prognose. SMALL und Kollegen vermuteten, dass genau die Patienten mit
weniger aggressiven Tumorformen von immuntherapeutischen Ansdtzen
profitieren konnten (SMALL et al., 2006). Dies ist in der vorliegenden Studie fiir
die Tiere mit Primdrtumoren in der Therapiegruppe zu vermuten. Diese
deskriptive Aufschliisselung der Ergebnisse der Randomisierungsblocke konnte
fiir weiterfiihrende Studien mit einer grofleren Fallzahl von Bedeutung sein und
den Grundstein fiir eine risikobasierte Anwendung in der Praxis legen. Die
immunologische Gentherapie konnte beispielsweise vorrangig bei Tieren mit

Primartumoren eingesetzt werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Gruppen war im Hinblick auf die
Metastasierungsrate auffallig. Wéahrend in der Therapiegruppe nur drei Félle von
Fernmetastasierung zu  beobachten waren (12%, zwei Félle von
Lungenmetastasen, ein Fall von Metastasen in Pankreas und Leber), traten in der
Kontrollgruppe bei insgesamt sechs Patienten Metastasen auf (24 %, fiinf Félle
von Lungenmetastasen, ein Fall von Metastasierung in die linke Niere). Eine
systemische Zytokinwirkung wurde in der vorliegenden Arbeit auf Grund
bekannter Nebenwirkungen bei systemischen Konzentrationen nicht angestrebt.
Eine Verbesserung der Metastasierungsrate erscheint aber auch nach
ausschlieflich lokaler Immunstimulation mdglich. Durch lokale Aktivierung und
klonale Expansion von CTL kommt es zur Bekdmpfung von postoperativ

verbliebenen Tumorzellen. So wird die Anzahl an Tumorzellen, die im weiteren
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Krankheitsverlauf das Potential zur Metastasierung entwickeln kdnnten, drastisch
reduziert. Dariiber hinaus wurde von DOW und Mitarbeitern nach lokaler,
immunstimulatorischer ~ Gentherapie  eine  systemische  Aktivitit  von
tumorspezifischen CTL im peripheren Blut nachgewiesen (DOW et al., 1998). Ein
derartiger Effekt konnte bei der hier verwendeten immunologischen Gentherapie
fiir eine Absenkung der Metastasierungsrate verantwortlich gewesen sein. Eine

weiterfiihrende Studie konnte diese Hypothese untersuchen.

8. Schlussbetrachtung

Die vorliegende Studie verkorperte durch ihr Studiendesign und die klare
Definition geeigneter Studienpatienten eine Arbeit von hoher wissenschaftlicher
Relevanz. Die verwendete immunologische Gentherapie, ihre i.z.-Applikation und
die Magnetofektion zur Verstdrkung des Gentransfers waren sicher, praktikabel
und mit geringen, meist klinisch nicht relevanten Nebenwirkungen verbunden.
Durch die Kombination mit der aggressiven Tumorexstirpation erhielten die
Patienten der Therapiegruppe eine optimale Therapie mit maximaler Effektivitit
unter Vermeidung von beeintrachtigenden Nebenwirkungen. Die Rezidivrate von
lediglich 28 % war ermutigend und im Vergleich mit der Literatur exzellent. Bei
Vergleich der Rezidivrate der Kontrollgruppe mit den Angaben in der Literatur
wurde klar, welchen Einfluss die Erfahrung des Chirurgen und die aggressive
Operationsmethode hatte: Mit einer Rezidivrate von nur 44 % nach alleiniger
Tumorexstirpation ist die Chirurgie in der vorliegenden Arbeit dhnlich effektiv
wie die Kombination aus Operation und Radiotherapie in anderen Studien. Die
exzellente Rezidivrate von nur 28 % in der Therapiegruppe unterschreitet die
Kontrollgruppe mit 44 9% Rezidivrate dennoch deutlich. Der Unterschied
zwischen den Rezidivraten der Therapie- und der Kontrollgruppe wurde ab Tag
175 des Beobachtungszeitraumes erkennbar. In der Therapiegruppe trat danach
kein  weiteres  Rezidiv  auf.  Friihrezidive  kénnen  durch einen
immunstimulatorischen Ansatz kaum verhindert werden, da eine gewisse Zeit zur
Entfaltung ihrer Wirkung nétig ist und sie nur bei minimal residual disease
effektiv sein kann. Dariiber hinaus zeigten sich Hinweise auf einen gesteigerten
Nutzen der immunologischen Gentherapie fiir Katzen mit Primirtumoren. Die

optimierte Behandlung durch ein erfahrenes Team und die fachménnische
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chirurgische Intervention kam nicht nur den Patienten der Therapie- sondern auch
den Patienten der Kontrollgruppe zu Gute. Zusammengefasst kann die
vorliegende Studie als genereller Erfolg aller beteiligten Tierdrzte und
Wissenschaftler bewertet werden. Wichtig ist aus tierdrztlicher Sicht, dass vor

allem die Patienten von der Teilnahme an der Studie profitierten.

Als Limitationen der vorliegenden Studie sind das Fehlen eines eigenen
Expressionsnachweises und die kleine Gruppengrole zu nennen. Die
Durchfiihrung eines Expressionsnachweises war im Hinblick auf ethische
Grundsitze nicht zu vertreten. Zum Zeitpunkt der chirurgischen Exstirpation des
Tumors hétte eine Untersuchung des Tumorgewebes auf die Expression der
Transgene stattfinden konnen. Da katzeneigene Zytokingene verwendet wurden,
war jedoch eine Unterscheidung zwischen endogenen und exogenen Zytokinen
nicht mdglich. Die Markierung der Transgene mit einem Reportergen konnte
dieses Problem zukiinftig 16sen. Zusétzlich musste angenommen werden, dass ein
Nachweis der Transgene zum Zeitpunkt der Exstirpation nicht mehr moglich war,
weil deren Expression vermutlich auf wenige Tage post injectionem begrenzt war.
Da die Effizienz der vorgestellten Methodik zum Gentransfer sowie die
Expression der Transgene nach lokaler Applikation und folgender Magnetofektion
in verschieden Studien bereits ausreichend belegt wurden, war es in der
vorliegenden Studie gerechtfertigt, auf einen erneuten Expressionsnachweis zu
verzichten. Die kleine Gruppengrofe unterstreicht die generelle Schwierigkeit in
der Veterindrmedizin, Studien mit groBen Patientenkollektiven durchzufiihren.
Die strengen Einschlusskriterien in der vorliegenden Studie gewdhrleisteten hohe
Qualitét, lieBen aber die Anzahl geeigneter Patienten drastisch sinken. Dariiber
hinaus konnen finanzielle Aspekte und die mangelnde Bereitschaft der Besitzer,
haufige Studienbesuche und lange Anfahrtswege auf sich zu nehmen, die Gréf3e

einer Studienpopulation maf3geblich beeintrachtigen.

In Zukunft soll eine Multimodalititstherapie, bestechend aus Chirurgie
Immuntherapie, Strahlentherapie und Chemotherapie die Rezidivrate bei Katzen
mit FISS weiter senken. Tumorantigen, das nach Zerstdrung von Tumorzellen
durch eine Bestrahlungstherapie frei wird, scheint fiir die Effektivitit einer
folgenden Immuntherapie optimal zu sein. Eine derartige Studie konnte, unter
Verwendung der hier vorgestellten immunologischen Gentherapie, einen

Durchbruch in der Therapie des FISS bewirken.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Das  feline injektionsassoziierte =~ Sarkom  (FISS)  stellt in  der
veterindrmedizinischen Praxis eine grole Herausforderung dar. Rezidivraten von
bis zu 89 % nach alleiniger Tumoroperation wurden beschrieben und der Einsatz
adjuvanter Radio- oder Chemotherapie zeigt keine verlédsslichen Heilungserfolge.
In der vorliegenden prospektiven, blockrandomisierten, kontrollierten und doppelt
geblindeten Phase-III-Studie wurde eine neoadjuvante, immunologische
Gentherapie mit drei felinen Zytokingenen in Kombination mit aggressiver
Tumorexstirpation zur Therapie des FISS eingesetzt. Priméres Untersuchungsziel
war der Nachweis der Effektivitdt dieser Therapieform im Hinblick auf eine
Absenkung der Rezidivrate wihrend 360 Tagen im Vergleich zur allein
chirurgischen Standardtherapie. Dariiber hinaus sollte die Unbedenklichkeit und

Praktikabilitdt der Therapie belegt werden.

Plasmide als nonvirale Genvektoren, 150 pg Plasmid kodierend fiir felL.-2, 450 ug
Plasmid kodierend fiir felFN-y und 750 pg Plasmid kodierend fiir feGM-CSF,
wurden vor Applikation durch elektrostatische Anziehung und salzinduzierte
Kolloidaggregation an eine é&quivalente Menge superparamagnetischer
Eisennanopartikel gekoppelt. Das Gesamtinjektionsvolumen betrug 500 pl. Zur
Maximierung des Gentransfers wurde die Magnetofektion eingesetzt. Mittels
Magnetfeld eines Neodymium-Eisen-Bor-Magneten, der nach intratumoraler
Injektion der Gentherapie fir 60 Minuten auf den Tumor aufgebracht wurde,
konnte die Transfektion der Tumorzellen gesteigert und die Expression der felinen

Zytokingene erhoht werden, die eine lokale Immunstimulation bewirken sollten.

Zur Studienteilnahme mussten die Patienten fest definierte Einschlusskriterien
erfiillen. Patienten der Therapiegruppe erhielten die immunologische Gentherapie
zweimal im Abstand von sieben Tagen an Tag -14 und Tag -7. AnschlieBend
wurde der Tumor an Tag 1 aggressiv exstirpiert. Patienten der Kontrollgruppe
erhielten, aus ethischen Griinden ohne zeitliche Verzogerung und ohne Injektion
einer Placebosubstanz, als alleinige Therapie die aggressive Tumorexstirpation.
Die Blockrandomisierung in die jeweilige Gruppe erfolgte stratifiziert nach den
Parametern ,,Primirtumor* oder ,Rezidiv‘ und , TumorgréBe”, um die

Strukturgleichheit beider Gruppen zu gewihrleisten. Nach der Operation wurden
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die Patienten beider Gruppen an den Tagen 14, 45, 90, 180, 270 und 360
vorgestellt und auf Rezidiv- und Metastasenbildung untersucht. An den Tagen -7,
0, 14, 45 und 90 erfolgte die Uberwachung der Patienten auf klinische und
hdmatologische Toxizitdt der Therapie. Zur objektiven Beschreibung und
Bewertung  der  auftretenden  Toxizitditen =~ wurde  ein  spezieller
Nebenwirkungskatalog (VCOG-CTCAE) herangezogen. Parameter, die in diesem
Katalog nicht beschrieben sind, wurden nach dessen Vorgaben selbst definiert.
Der statistische Vergleich der Toxizitdten erfolgte innerhalb der Therapiegruppe
als Verlaufsbeurteilung und zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Die
statistische Auswertung der Effektivitit erfolgte durch eine Uberlebenszeitanalyse

fiir Gruppenvergleiche anhand des Log-Rank-Tests.

Insgesamt konnten 50 Tiere in die Studie aufgenommen werden. Sowohl die
Therapie- als auch die Kontrollgruppe bestand aus 25 Patienten. Durch die
Blockrandomisierung waren in beiden Gruppen jeweils fiinf Patienten mit kleinen
Primirtumoren, neun Patienten mit groBen Primirtumoren, vier Patienten mit
kleinen Rezidiven und sieben Patienten mit groen Rezidiven vertreten. Die
beobachteten Toxizitdten waren meist mild und nur in einigen Fillen mit der
Therapie in Verbindung zu bringen. Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von
360 Tagen entwickelten 28 % der Katzen der Therapiegruppe (7/25 Tieren) und
44 % Katzen der Kontrollgruppe (11/25 Tieren) ein Rezidiv. Trotz dieses
numerisch deutlichen Unterschieds der Rezidivraten gelang ein statistisch
signifikanter Nachweis der Effektivitit der immunologischen Gentherapie mit
einem p-Wert von 0,318 im Log-Rank-Test nicht. Urséchlich fiir die Verfehlung
einer Signifikanz war vermutlich die kleine Gruppengrofe. Ein Unterschied in
den Rezidivraten zwischen Therapie- und Kontrollgruppe wurde nach sechs
Monaten deutlich. Ab diesem Zeitpunkt trat in der Therapiegruppe kein Rezidiv
mehr auf, in der Kontrollgruppe zeigten sich vier weitere Rezidive. Die grofle
Anzahl an frithen Rezidiven konnte durch die immunologische Gentherapie nicht
vermindert werden. Dieser Verlauf gilt als charakteristisch  fiir
immunstimulatorische Therapien, da fiir die volle Entfaltung ihrer Wirkung Zeit
benotigt wird und diese auch nur bei minimal residual disease zu erwarten ist. Als
Patientenkollektiv, das von der immunologischen Gentherapie profitieren konnte,
wurden Tiere mit Primédrtumoren identifiziert. Im Vergleich zur Literatur stellte

die Rezidivrate von 28 % in der Therapiegruppe einen Erfolg dar.
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VII. SUMMARY

Nonviral gene delivery of the feline cytokine genes IL-2, IFN-y and GM-CSF
using magnetofection for neoadjuvant immunotherapy of

feline injection site sarcoma
A phase I1I study

Feline injection site sarcoma (FISS) is a major challenge in veterinary practice.
Surgery as sole therapeutic procedure resulted in tumour recurrence in up to 89 %
of cases. A reliable success of treatment can not be achieved even with adding
adjuvant radio- and chemotherapy. In this prospective, block randomised,
controlled and double blinded phase III study, a neoadjuvant immunologic gene
therapy with three feline cytokine genes in combination with aggressive surgery
was used for therapy of FISS. Primary objective was to evaluate efficacy in terms
of reducing recurrence rate compared to the surgical standard of care during 360

days. Furthermore safety and feasibility should be documented.

Plasmids as nonviral vectors, encoding for felL-2 (150 pg of plasmid), felFN-y
(450 pg of plasmid) and feGM-CSF (750 ug of plasmid), were linked to an
equivalent amount of superparamagnetic iron particles by electrostatic interactions
and salt-induced colloidal aggregation before application. The total volume for
injection was 500 ul. To maximise gene delivery capacity, magnetofection was
established. Using the magnetic field of a neodymium-iron-boron magnet, which
was applied to the tumour for 60 minutes after intratumoural injection of the
immunologic gene therapy, gene delivery into tumour cells and expression of

feline cytokine genes was enhanced to stimulate the immune system locally.

For participation in this study, preliminarily defined inclusion criteria had to be
fulfilled. Patients of the therapy group received the immunologic gene therapy
twice, with the first treatment on Day -14 and the second treatment on Day -7.
Subsequently the tumour was aggressively removed on Day 1. The control group
exclusively received aggressive surgery without delay or injection of a placebo
substance for ethical reasons. To provide structurally equal groups, block
randomisation in either therapy group or control group was performed stratified
according to parameters “primary tumour” or “recurrent tumour” and ‘“tumour

size”.
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Following surgery all patients were examined on Days 14, 45, 90, 180, 270 and
360 to evaluate if tumour recurrence or metastases had occurred. Additionally
monitoring of treatment-related clinical or haematological toxicity was performed
on Days -7, 0, 14, 45 and 90. To objectively describe and evaluate treatment-
related toxicities a specific grading scale for adverse events (VCOG-CTCAE) was
used. Parameters not described in this grading scale were newly defined according
to its specifications. Statistical examination of the observed toxicities was
performed within the therapy group for course assessment and in comparison to
the control group. Analysis of efficacy was carried out by survival analysis on the

basis of the log rank test.

Fifty cats were enrolled in the study. Both therapy group and control group
consisted of 25 patients. Randomisation provided structurally equal groups: In
both groups there were five cats with small primary tumours, nine cats with large
primary tumours, four patients with small recurrent tumours and seven patients
with large recurrent tumours. Observed toxicities were mostly mild and only in
few cases correlated with therapy. Within 360 days 28 % of cats in the therapy
group had tumour recurrence (7/25 cats) whereas in the control group the tumour
recurred in 44 % of cases (11/25 cats). Despite this distinct difference a
statistically significant proof of efficacy of the immunologic gene therapy could
not be stated with log rank test resulting in a p-value of 0,318, most likely due to
the small size of both groups. The difference between both groups was clear after
six months. From this moment there was no tumour recurrence in the therapy
group anymore. In the control group four more recurrences were seen. The great
number of early recurrences was not reduced by the use of the immunologic gene
therapy. This course is considered to be characteristic for immunostimulatory
therapies, as full development of its effect is time dependent and is only expected
with minimal residual disease. Patients with primary tumours possibly benefit
from the immunologic gene therapy. In comparison to the literature the recurrence

rate of only 28 % in the therapy group was regarded as success.
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IX. ANHANG

I. Medizinische und Chirurgische Tierklinik Institut fir Exp. Onkologie und Therapieforschung
der Ludwig-Maximilians-Universitit Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitiit
VeterinirstraBe 13 Ismaninger Strafie 22
80539 Miinchen 81675 Miinchen

Interleukin2 , Interferony und
Granulogyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierender- Faktor-Gentherapie
als Zusatztherapie in der veterinirmedizinischen Onkologie

Einverstindniserklirung des Patientenbesitzers
zur Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie nach vorheriger Aufklirung

Ich erklire mich damit einverstanden, dass meine Katze in die oben aufgefithrte klinische Studie der
Medizinischen Tierklinik der LMU Miinchen und des Institutes fiir Experimentelle Onkologie der TU
Miinchen aufgenommen wird.

Ich bin mir dariiber im Klaren, dass meine Katze an einem randomisierten Blindversuch teilnimmt.

Die Behandlungsmafinahme, der mein Tier unterzogen wird, besteht aus der Behandlung mit
gentechnisch behandeltem Material (Plasmide, in die therapeutische Gene eingebaut wurden ) oder
mit Placebo. Im Anschluss an diese Primiirbehandlung erhiilt meine Katze die allgemein anerkannte
Therapiemethode (operative Entfernung des Tumors). Die Gentherapie wird wihrend der Studie als
Zusatztherapie eingesetzt, um die Metastasenbildung und die Neubildung des Tumors zu hemmen.

Ich wurde sowohl tiber die potentiellen Risiken als auch iiber die Vorteile der Behandlung und
Operationsrisiken aufegeklirt, habe sie verstanden und erklire mich — unter Wahrung meiner
Interessen —mit der Behandlung einverstanden.

Ich erklire mich dazu bereit, mein Tier den Erfordernissen entsprechend zu Folgeuntersuchungen
vorzustellen. Sollte der Patient zu einer Folgeuntersuchung nicht erscheinen, verpflichte ich mich zur
Ubernahme der kompletten Operations- und Behandlungskosten entsprechend der Gebithrenordnung
fuir Tierdrzte.

Ort, Datum Unterschrift des Patientenbesitzers

Ort, Datum Unterschrift des Tierarztes

Name des Tierarztes (Druckschrift)

Einwilligongserklinang 19.01.2011 23:34.00

Anhang 1: Einverstindniserklirung zur Teilnahme an der Studie
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|. Medizinische und Chirurgische Tierklinik  Institut fir Exp. Onkologie und Therapieforschung

der Ludwig-Maximilians-Universitat der Technischen Universitat
Veterindrstrafe 13 Ismaninger Stralle 22
80539 Minchen 81675 Munchen

Informationsblatt zur Intratumoralen Immunstimulation mit
Interleukin-2-, Interferon » und
Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem-Faktor
als Zusatztherapie in der veterindrmedizinischen Onkologie

Sehr geehrte Katzenbesitzerin, sehr geehrter Katzenbesitzer,

lhnen wurde angeboten, mit |hrer Katze an einer klinischen Forschungsstudie teilzunehmen.

Was ist eine klinische Forschungsstudie?

Die Tierarzte der Universitatstierkliniken untersuchen die Entstehung und den Verlauf von
Krankheiten und bemuhen sich, verbesserte Methoden der Diagnostik und der Behandlung
zu entwickeln. Dies nennt man klinische Forschung. Werden Patienten erstmals mit einer
neu entwickelten Methode behandelt, bezeichnet man das als klinische Forschungsstudie.
Die Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie ist grundsatzlich freiwillig.

Bevor Sie entscheiden, ob Sie mit Ihrer Katze an einer solchen klinischen Forschungsstudie
teilnehmen wollen, missen Sie sowohl die Vorteile als auch die Risiken kennen. Dieses
lhnen vorliegende Informationsblatt méchte Inhalt und Zweck der klinischen
Forschungsstudie sowie Vor- und Nachteile fur Ihre teilnehmende Katze mdglichst genau
darlegen. Sie haben weiterhin die Méglichkeit, mit dem Arzt, der lhre Katze behandelt, ein
ausfuhrliches Beratungsgesprach zu fihren.

Wenn Sie sich nach dieser Aufklarung und Beratung fiir die Teilnahme lhrer Katze an der
klinischen Forschungsstudie entscheiden, werden Sie gebeten, ein entsprechendes
Formblatt (Einwilligungserkldrung) zu unterschreiben. Sie erhalten dann eine Kopie dieser
Erkldrung, die Sie aufbewahren sollten.

Anhang 2: Informationsblatt zur intratumoralen Immunstimulation, Seite 1
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Beschreibung der Studie

Die momentan Ubliche Methode der Behandlung von Fibrosarkomen bei Katzen (operative
Entfernung des Tumors) hat sich als enttduschend erwiesen. In bis zu 70% der Falle
rezidiviert der Tumor, d. h. da es nach einer gewissen Zeit zu einem erneuten
Tumorwachstum an derselben Stelle kommt.

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, da das Immunsystem eines Krebspatienten —
Mensch oder Tier - fahig sein kann, gegen die Krebserkrankung zu kdmpfen und selbst den
Tumor zu zerstéren. Deshalb werden Behandlungsformen geprift, die auf eine Starkung der
korpereigenen Immunreaktion ausgerichtet sind.

In der hier beschriebenen Studie werden zur Stérkung der kérpereigenen Immunreaktion
spezielle Therapeutika verwendet, die aus gentechnisch verdndertem Material hergestellt
werden.

Beschreibung der wissenschaftlichen Vorgehensweise und der Verfahren

Die in dieser klinischen Studie verwendeten Therapeutika werden mithilfe rekombinanter
Vektoren (Plasmide) hergestellt, die genetische Informationen flr bestimmte Stoffe
enthalten. Durch diese Plasmide, die als Transportmittel fungieren, werden die Gene in
Kérperzellen des Patienten eingeschleust, wo dann die Produktion kdrpereigener
Botenstoffe erfolgt.

Mithilfe der Studie sollen Wirksamkeit und maégliche Nebenwirkungen dieser Therapeutika
bewertet werden.

Eingebrachte genetische Information

Interleukin-2, Interferon y und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor
sind Eiweilistoffe, welche normalerweise von Zellen des Immunsystems gebildet werden und
die korpereigene Immunreaktion anregen. Um die Produktion von Interleukin-2 und
Interferon y bzw. Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem-Faktor im Kérper lhrer
Katze zu erhdhen, wird ihr eines der oben beschriebenen Therapeutika in den Tumor
gespritzt. So soll das Immunsystem der Katze dazu angeregt werden, die nach der
operativen Entfernung des sichtbaren Tumors méglicherweise verbliebenen Tumorzellen zu
bekampfen.

Interleukin-2:

In friheren Studien hat sich sowohl bei Hunden und Katzen als auch beim Menschen
gezeigt, dalk Interleukin-2 bei einigen Patienten in der Lage ist, die Grolke oder die Anzahl
von Tumoren zu verringern. Wurden in den friilheren Studien Nebenwirkungen beobachtet,
so war dies meist auf sehr hohe Dosen von Interleukin-2 zuriickzufiihren, die direkt in die
Blutbahn gespritzt worden waren. (Auf Art und Schweregrad der Nebenwirkungen wird in
einem gesonderten Abschnitt dieses Informationsblattes noch eingegangen.) Ihre Katze wird
mit sehr geringen Mengen Interleukin-2 und nur értlich (im Tumorgebiet) behandelt.

[
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Interferon y:

Interferon ¢ bewirkt eine Steigerung der kérpereigenen unspezifischen Abwehr und zerstért
entartete Zellen. Auterdem bremst es die Teilung von Zellen.

Bei der Verabreichung von Interferon vy als Arzneimittel wurden nur sehr geringe
Nebenwirkungen beobachtet.

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor

Auch der Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierende-Faktor steigert die
unspezifische kérpereigene Abwehr und bewirkt eine Zerstérung entarteter Zellen.

Nach einer Injektion in die Blutbahn kam es in frilheren Studien bei ca. 20 — 30 % der
behandelten Patienten zu leichten Nebenwirkungen. Auch hiermit wird ihre Katze nur drtlich
(im Tumorgebiet) behandelt.

Praktische Durchfiihrung der Studie am Patienten

Injektionen
Das gentechnisch behandelte Therapeutikum wird lhrer Katze in den Tumor und das
umliegende Gewebe gespritzt.

Kontrolltiere

Funfzig Prozent der Tiere werden nach einem mathematischen Schilissel der sog.
Kontroligruppe zugeordnet. Diese Tiere erhalten keine Immunstimulation, sondern nur die
Ubliche Standardtherapie (chirurgische Entfernung des Tumors) unter optimalen
Bedingungen. Weder Sie noch die behandelnden Tierdrzte wissen, welcher Gruppe lhre
Katze zugeordnet wurde. Die Beteiligten kénnen jedoch nach Abschlufl der Studie erfahren,
ob |hre Katze eine Zusatztherapie erhalten hat.

Operationen

Nachdem die Injektion mit dem neuartigen Gentherapeutikum erfolgt ist, wird der Tumor
lhrer Katze in der Chirurgischen Universitatstierklinik durch Herrn Professor Kostlin unter
Volinarkose entfernt. So erhdlt ihre Katze gegebenenfalls zunachst das zu prifende
Medikament und anschliefend die bislang optimale Therapie.

Blutuntersuchungen

Vor und wahrend der Therapie wird eine vollstdndige Blutuntersuchung durchgefiihrt. Auch
bei den Nachkontrollen werden Blutuntersuchungen durchgefilhrt, um nachzuweisen,
inwieweit das Immunsystem |hrer Katze durch die Zusatztherapie aktiviert wurde.

Rontgendiagnostik

Vor der Therapie sollen Rontgenaufnahmen der Lunge zeigen, ob schon
Tochtergeschwilste vorliegen.

Auch bei der abschlieRenden Kontrolle nach 12 Monaten werden die Lungen
réntgenoclogisch auf Tochtergeschwilste untersucht.

Ultraschalluntersuchung

Mit einer Ultraschalluntersuchung des Bauchraumes vor der Therapie untersucht man die
Bauchorgane auf Tochtergeschwilste. Auch diese Untersuchung wird bei der
AbschluRuntersuchung nach 12 Monaten wiederholt.

Anhang 2: Informationsblatt zur intratumoralen Immunstimulation, Seite 3
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Arztliche Uberwachung
In der Zeit der Studie wird der Gesundheitszustand lhrer Katze intensiv von lhrem
behandelnden Tierarzt bzw. von den Tierarzten der Medizinischen Tierklinik Uberwacht.

Dazu ist es erforderlich, dafl Sie mit Ihrer Katze

14, 45 und 90 Tage nach der Operation

und danach jeden dritten Monat (bis zum Ende des ersten Jahres)
zur tierarztlichen Nachkontrolle kommen.

Mit dieser engmaschigen Kontrolle soll der Operationserfolg, die Auswirkung der
zusatzlichen Immunstimulation und die mégliche erneute Bildung von Tochtergeschwilsten
bei lhrer Katze frihzeitig erkannt werden.

Abbruch der Studie

Sollten sich erhebliche Nebenwirkungen zeigen, wird die klinische Studie zum Wohl |hrer
Katze abgebrochen. Werden bei ihrer Katze erneut Tumoren festgestellt, ist die Studie fur
ihre Katze ebenfalls beendet. In diesem Fall werden lhnen entsprechend den klinischen
Befunden lhrer Katze andere verflgbare Therapieméglichkeiten angeboten.

Ziele der Studie

Da es sich um ein neuartiges Behandlungsverfahren handelt, sollen mit der Studie
Antworten zu folgenden Fragen gefunden werden:

Wirksamkeit:

Wie wirksam kann mit der Behandlung das Fibrosarkom |hrer Katze eingeddmmt werden —
d. h. wird es gelingen, das Wiederauftreten des Tumors nach der chirurgischen Entfernung
zu verhindern oder zumindest die Zeitspanne bis zum Wiederauftreten des Tumors zu
verldngern?

Vertraglichkeit:
Welche Art und welchen Schweregrad weisen die eventuell auftretenden Nebenwirkungen
der Behandlung auf?

Nebenwirkungen

Wird eine neue Behandlungsmethode zum ersten Mal an einem Patienten angewandt, stellt
sich stets auch die Frage nach moéglichen Nebenwirkungen oder Komplikationen. Wir
méchten ausdriicklich darauf hinweisen, daf die Sicherheit, das Wohl und die Genesung
des Patienten in einer klinischen Forschungsstudie immer héchste Prioritéat haben!

Wenn hier von einer neuen Methode gesprochen wird, bedeutet dies nicht, dal? keinerlei
Erfahrungen damit vorliegen. Im Tiermodell Maus wurde bereits getestet, inwieweit sich
Nebenwirkungen zeigen und vorhersagen lassen.

Anhang 2: Informationsblatt zur intratumoralen Immunstimulation, Seite 4
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Folgende Nebenwirkungen kénnen beim Einsatz der hier beschriebenen Immunstimulation
zur Behandlung des Fibrosarkoms der Katze auftreten:

Fieber

Ein relativ groRer Teil der Patienten zeigt nach dem Einsatz der Immunstimulation eine
erhohte Kérpertemperatur. Der Normalbereich der Koérpertemperatur der Katze liegt
zwischen 38 und 39 °C. Bei sehr aufgeregten Patienten kann in Einzelfédllen auch eine
Temperatur von bis zu 39,5 °C noch als normal angesehen werden. Der durch die
Immunstimulation verursachte Anstieg der Kérpertemperatur entspricht einem leichten
Fieber und liegt somit nicht im lebensbedrohlichen Bereich.

Reduktion des Allgemeinbefindens und der Futteraufnahme

Ein Teil der Patienten zeigt im AnschluR an die Immunstimulation ein reduziertes
Allgemeinbefinden, ist matt bis mide und frikt weniger. Dieser Zustand bessert sich aber
schnell wieder.

Lokale Reaktionen

In friheren Klinischen Studien, in denen ebenfalls Interleukin-2 und Interferon vy lokal
verabreicht wurde, traten als Nebenwirkungen Hautrétungen und Schwellungen am Ort der
Injektion auf.

Unwahrscheinliche Nebenwirkungen

Reaktionen des Gesamtorganismus

Bei Gabe von sehr hohen Interleukin-2-Mengen direkt in die Blutbahn kam es sowohl beim
Menschen als auch bei Tieren zu ernsthaften Komplikationen (wie Fieber, Erbrechen,
Bluthochdruck und Schock). Bei Ihrer Katze wird nur im Bereich des Tumors die Produktion
von Interleukin-2 gesteigert und kein Interleukin-2 direkt in die Blutbahn gespritzt. Heute
weill man auch, daR solche Nebenwirkungen nur von Konzentrationen hervorgerufen
werden, die die flir eine Immunstimulation bendtigte Dosis um das 100- bis 1000fache
(bersteigen.

Allergische Reaktionen

Es zeigten sich bisher bei Verabreichung derselben Plasmidldsung, die auch in dieser
klinischen Studie verwendet wird, bei Menschen und Versuchstieren keine allergischen
Reaktionen nach der Injektion.

Unvorhersehbare Nebenwirkungen

Da die Immunstimulation ein Eingriff in einen lebenden Organismus ist, kann es immer zu
unvorhersehbaren Nebenwirkungen kommen, dhnlich wie auch bei einer Narkose immer ein
gewisses Restrisiko besteht.

Durch die aufmerksame Beobachtung |hrer Katze und durch die intensive tierdrztliche
Kontrolle der Katzen sollten unbekannte Nebenwirkungen frihzeitig erkannt und, falls
notwendig, entsprechend behandelt werden.

Anhang 2: Informationsblatt zur intratumoralen Immunstimulation, Seite 5
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Weitere wichtige Hinweise

Kosten

Kosten fir die gentherapeutische Behandlung werden aus Forschungsgeldern bestritten.
Verbrauchsmaterialien, sonstige Medikamente und die oben angesprochenen Blut- und
Réntgenuntersuchungen werden |hnen zum Sachkostenpreis in Rechnung gestellt. Sollten
nach der Operation Komplikationen wie Blutungen oder Wundheilungsstorungen auftreten,
missen Sie hierfur die zusatzlich anfallenden Sachkosten bezahlen. Fir tierdrztliche
Leistungen (Auswertung der Befunde, Beratung, Durchfihrung der Operation) missen Sie
nicht aufkommen. Dafiir erwarten wir von Ihnen, dass Sie mit Ihrer Katze llickenlos zu allen
Kontrollterminen erscheinen. Sollten Sie personlich die Entscheidung treffen, mit lhrem Tier
vorzeitig aus der Studie auszutreten, werden Ihnen die entstandenen Kosten entsprechend
der tierdrztlichen Gebiihrenordnung in Rechnung gestellt.

Vertraulichkeit

Die Forschungs- und Klinikberichte Ihrer Katze sind vertraulich. Weder Ihr Name noch der
Name |hrer Katze oder andere personliche Informationen, die Ihre Identifizierung erlauben
wirden, werden in Berichten oder Veréffentlichungen tber diese Studie verwendet.

Autopsie

Solite Ihre Katze, ob durch Unfall oder durch eine Krankheit, ableben, auch dann, wenn
diese nicht mit der Studie im Zusammenhang steht, werden Sie um die Zustimmung zu einer
Autopsie ersucht werden. Selbstversténdlich liegt die Entscheidung dariiber bei lhnen.

Recht auf Ablehnung der Teilnahme und Riicktritt von der Studie

Die Entscheidung zur Teilnahme oder Nichtteilnahme an der Studie liegt allein bei Ihnen. Um
diese Entscheidung zu treffen, mufl |hnen die Studie vom Tierarzt erklart werden und Sie
missen das, was Sie Uber die Studie oder andere mégliche Therapieformen erfahren haben,
verstehen. Wahrend der Zeit, in der |hre Katze an der klinischen Studie teilnimmt, werden
Sie Uber alle neuen Erkenntnisse informiert, die lhre Bereitschaft zur weiteren Teilnahme an
der Studie beeinflussen kénnten. Wenn Sie sich entscheiden, nicht an der Studie
teilzunehmen, steht lhnen die Standardtherapie vorurteilsfrei zur Verfigung. Wenn Sie an
der Studie teilnehmen, haben Sie jederzeit das Recht, von der Studie zuriickzutreten. Sollten
Sie zurlicktreten, so werden Ihnen entsprechend dem medizinischen Befinden Ihrer Katze
andere verfugbare Heilverfahren angeboten.
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Kontakt

Wir sind fiir Sie telefonisch immer erreichbar:

TA Miriam Rutz XXXXXXX
Prof. Hirschberger XXXXXXX
Notruf 1. Medizinische Tierklinik (089) 2180-2650

Sie erreichen uns auch per e-mail:

info@fibrosarkom.de

Weitere Informationen finden Sie auf unserer Webseite:

www.fibrosarkom.de

Anhang 2: Informationsblatt zur intratumoralen Immunstimulation, Seite 7
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Aufkleber

Laufende Studien-Nummer

Untersuchung Tag -14 (Studienaufnahme) (Dienstag) Datum:

Uberweisender praktischer Tierarzt:

Name:
Strafte: PLZ: Ort:
Bank Kto.. BLZ:

Riickiiberweisung gefaxt: [J

Vorbericht des liberweisenden praktischen Tierarztes bzw. des Besitzers:

Impfstatus: Freilaufer: O ja 0 nein

Kopie des Impfausweises: [ ja 0 nein
Klinische Untersuchung Tag -14

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden: Verhalten:

Ernahrungszustand: Pflegezustand

Lymphknoten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:

HF: Ausk.

Atrung (adsp./ausk. ) AF: Ausk :

Abdomen:

Schilddrose:

Sonstiges:

Anhang 3: Untersuchungsbogen fiir die Aufnahmeuntersuchung, Seite 1



Anhang 174

O Name:

Spezielle Untersuchung Tag -14

Tumorlokalisation;

Tumoranzahl:

Tumorgroie
(LangeR1xBreiteR2xHuheR3):

Tumorvolumen ((R1*R2*R3)* T )/6

Tumorstaging ((R1+R2+R3)/3): ___ [0 | (<2 cm) On{2-3cmj O 11 (=3cm oder multiple Tumoren)

Tumorbeschaffenheit:
Operabilitat; Consult Chirurg: [ nein [1ja, Beurteilung:
CT notig: O nein [ ja, Kosten tragt , Einverstandniserklarung [
FNA [ durch Beurteilung:
Rezidiv: Oja, . Rezidiv O nein
Wann operiert?

Wer hat operiert?

Histo-[Zytobefund?

Weiterfiihrende Untersuchungen/Labor Tag -14

Rontgen:
Thorax I/

(li. u. re. anliegend)

Thorax vid:

Anhang 3: Untersuchungsbogen fiir die Aufnahmeuntersuchung, Seite 2



Anhang

175

Name:
Sonographie: (durchgefuhrt durch )
Abdomen:
Labor: EDTA (rotes und weiltes Blutbild, Thrombozyten von Hand) n|

Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc, evil. Frukt, E-lyte, SGS, T4, FIV, Fel ) |

Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) |
EinschluBkriterien in die Studie
Einverstandnis des Besitzers? (I-(Iinische Studie, Operation, Nachuntersuchungen)‘? O ja nein 0
Lebenserwartung von Gber 1 Jahr abgesehen von der Tumorerkrankung'? O ja nein
Tumor von klinischer Unlersuchung au-sgehend beurteilt in einer Silzung operabel? O ja nein
Turmor am Rumpr lokalisiert? O ja nein 0
AusschluBkriterien aus der Studie
Eroffnung einer Korperhohle oder Amputalion einer Gliedmaltie bei der Operaticn nctig O ja nein
Strahlen-, Chemo- oder Genlherapie in der Vergangenheit’? O ja nein
Behandlung mit Immunsuppressiva (Z. B. Konikosteroiden} in den letzten 6 Wochen? O ja nein0
Hinweise auf Vorliegen von Metastasen des Fibrosarkoms? O ]a nein
Hinweise auf anderen malignen Tumor zurzeit oder in der Anamnese? O ja nein O
Katze trachtig? Oja neinO
1.Injektion feGM-CSF/3er-Kombi Oja

O nein
Klinische Untersuchung nach Therapie Tag -14
Temperatur:
Allgemeinbefinden:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:
Atmung (adsp.fausk. ) AF; Ausk.:
Abdomen:
Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:
3

Anhang 3: Untersuchungsbogen fiir die Aufnahmeuntersuchung, Seite 3



Anhang

176

O Name:
Vorbericht Tag -14 bis Tag -7:
Untersuchung Tag -7 (Dienstag) Datum:
Klinische Untersuchung Tag -7
Temperatur: Gewicht:
Allgemeinbefinden:
Verhalten:
Ernahrungszustand: Pllegezustand:
Lymphknoten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.
Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Abdomen:
Sonstiges:
Spezielle Untersuchung Tag -7
Tumorlokalisation:
Tumoranzahl:
Tumorgroiie
(LangeR1xBreiteR2xHoheR3):
Tumorvolumen ((R1*R2*R3)*  )/6
Tumorstaging ((R1+R2+R3)/3): ___ [ 1(<2cm) O (2-3em) O 1 (=3cm oder multiple Tumoren)

Tumorbeschaffenheit:

Anhang 4: Untersuchungsbogen fiir Tag -7 der Therapiegruppe, Seite 1



Anhang 177

O Name:

2.Injektion feGM-CSF/3er-Kombi Oja
[ nein
Labor: EDTA (rotes und weiRes Blutbild, Thrombozyten von Hand) ]

Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc, evil. Frukt, E-lyte, SGS, T4, FIV, Fel)
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)

Oooo

Klinische Untersuchung nach Therapie Tag -7

Temperatur:

Allgemeinbefinden:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.
Atrmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Abdomen:
Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 4: Untersuchungsbogen fiir Tag -7 der Therapiegruppe, Seite 2



Anhang

178

O

Vorbericht Tag -7 bis Tag 0:

Name:

Klinische Untersuchung Tag 0

Untersuchung Tag 0 (stationare Aufnahme) (Dienstag) Datum:

Brauniile:

Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc)
Plasma/Serum far Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum:

Temperatur: Gewicht:
Allgemeinbefinden:
Verhalten:
Lymphknoten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk
Atmung {adsp./ausk.): AF: Ausk :
Abdomen:
Sonstiges:
Spezielle Untersuchung Tag 0
Tumorlokalisation:
Tumoranzahl:
Tumorgroie
(LangeR1xBreiteR2xHuheR3):
Tumorvolumen ((RT*R2*R3)* w )/6
Tumorstaging ((R1+R2+R3)/3): ___ [ | (<2 cm) L1 (2-3cm) O 11 (>3cm oder multiple Tumoren)
Tumorbeschaffenheit:
Labor: EDTA (rotes und weilles Blutbild, Thrombozyten von Hand) |

Kiirzel:

Anhang 5: Untersuchungsbogen fiir Tag 0 der Therapiegruppe



Anhang 179

lnh.l:x"ivringilians I_ M U Q\
Universkt = Medizinische”
S — Kleintierklinik

Medizinische Kleintierklinik « Veterinarstr. 13 « D - 80539 Minchen

FSA-Studie
Uberweisung an Pathologie (Prof. Hermanns)

Besitzer: XXX

Patient: XXX
Patienten-Nummer: XXX
Studiennr.: #

Spezielle Untersuchung:

XXX
XXX

Erbetene Untersuchung: Histopathologische US

Untersuchungsmaterial:
von unten von oben
R L L R
F e >
AV ERAY
L Y | W /|
. y . P
\ \
\ \
) i )
s L # \
\ P \ 4 |
\ 1/ \ A /
/7 | ‘ \ 'y | K(
74 B\ 7 \ s
Uberweisender TA:
Kopie des Befundes bitte an CTK!
Lehrstuhl fir innere Medizin Veterindrstr. 13 « D-8B053% Minchen Tel +48(89) 2180-2650
der kleinen Haustiere und Heimtiere info@medizinische-kleintierkinik de Fax +49(89) 2180-6240
der Ludw ig-Maximiians-Universitat www . medizinische-kleintierkinik.de
Vorstand: Frof. Dr. Katrin Hartmann U-Bahn: Linie 3 und 6, Haltestelle .Universitat®

Anhang 6: Untersuchungsantrag fiir das Institut fiir Tierpathologie der
Tieridrztlichen Fakultit zur Untersuchung der exstirpierten Tumoren



Anhang

180

Name:
Vorbericht Tag 0 bis Tag 1:
Untersuchung Tag 1 (préoperativ) (Mittwoch) Datum:
Klinische Untersuchung Tag 1
Temperatur: Gewicht;
Allgemeinbefinden:
Verhalten:
Ernahrungszustand: Pflegezustand
Lymphknoten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:
Atmung (adsp.fausk.): AF: Ausk.:
Abdomen:
Sonstiges:
Narkoseprotokoll
Foto praoperativ ] Foto postoperativ O
Anasthesist:

Narkoseeinleitung:

Markoseerhaltung

Analgesie:

Anasthesiezeit:

Besonderheiten:

Extubation und Ruckverlegung MTK:

Anhang 7: Untersuchungsbogen fiir Tag 1, Seite 1



Anhang

181

Op-Bericht (Tumorentfernung)

Op-Zeit: Operateur: 2

Op-Beschreibung: Tumorexstirpation en bloc, Naht in drei Schichten

Tumormaterial: Patho O ZytolAbkratz [

Postoperative Versorgung:

Antibiose:

Mahtlange: Foto Tumor [ Tumor cranial mit Faden markiert [

Exp. Onkologie [

Analgesie:

Sonstiges:

Klinische Untersuchung Tag 1 (postoperativ)

Temperatur;

Allgemeinbefinden:

Verhalten:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:
Atmung (adsp./fausk ). AF: Ausk..
Sonstiges:
Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 7: Untersuchungsbogen fiir Tag 1, Seite 2




Anhang 182

O Name:

Vorbericht Tag 1 bis Tag 2:

Untersuchung Tag 2 (Entlassung) (Donnerstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 2

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 2

Wundgebiet:

O

Anhang 8: Untersuchungsbogen fiir Tag 2, Seite 1



Anhang 183

Name:

Weiterfiihrende Untersuchungen/Labor Tag 2

Labor: EDTA (retes und weiles Blutbild, Thrombozyten von Hand)
Serum (AST, AP, Bili, Prot. Alb, Urea, Crea, Gluc, evil. Frukt, E-lyte, SGS, T4, FIV, Fel V)
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)

oooa

Medikation:

Medikamentenabgabe:

Entlassung:

Datum: Uhrzeit: Wer?:

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 8: Untersuchungsbogen fiir Tag 2, Seite 2



Anhang 184

O

Name:
Vorbericht Tag 2 bis Tag 14:
Untersuchung Tag 14 (Dienstag)
Datum:

Klinische Untersuchung Tag 14
Temperatur: Gewicht:
Allgemeinbefinden:
Verhalten:
Lymphknoten Lnn. mandib.: Lnn. popl.:
Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:

HF: Ausk.:
Atmung (adsp./fausk. ). AF: Ausk..
Abdomen
Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 14

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 9: Untersuchungsbogen fiir Tag 14, Seite 1



Anhang 185

Fadenex 0O

Rezidiv d 14 Oja 0 nein

Wann aufgetreten?

Weiteres Vorgehen?

Néchster Nachuntersuchungstermin?

Weitere Malinahmen?

Labor: EDTA (rotes und weiles Blutbild, Thrombozyten von Hand)
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc)
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C)

ElE

Sonstige Untersuchungen

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 9: Untersuchungsbogen fiir Tag 14, Seite 2



Anhang 186

O Name:

Vorbericht Tag 14 bis Tag 45:

Untersuchung Tag 45 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 45

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp.fausk.). AF Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 45

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 10: Untersuchungsbogen fiir Tag 45, Seite 1



Anhang 187

O Name:

Rezidiv d 45 Oja O nein

Wann aufgetreten?

Weiteres Vorgehen?

Néchster Nachuntersuchungstermin?

Weitere Malinahmen?

Labor: EDTA (rotes und weilles Blutbild, Thrombozyten von Hand) O
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) ]
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0

Sonstige Untersuchungen

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 10: Untersuchungsbogen fiir Tag 45, Seite 2



Anhang 188

O Name:

Vorbericht Tag 45 bis Tag 90:

Untersuchung Tag 90 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 90

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp.fausk.). AF Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 90

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 11: Untersuchungsbogen fiir Tag 90, Seite 1



Anhang

189

O Name:

Rezidiv d 90 Oja O nein

Wann aufgetreten?

Weiteres Vorgehen?

Néchster Nachuntersuchungstermin?

Weitere Malinahmen?

Labor: EDTA (rotes und weiles Blutbild, Thrombozyten von Hand) o
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) n|
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0

Sonstige Untersuchungen

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 11: Untersuchungsbogen fiir Tag 90, Seite 2



Anhang 190

O Name:

Vorbericht Tag 90 bis Tag 180:

Untersuchung Tag 180 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 180

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp.fausk.). AF Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 180

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 12: Untersuchungsbogen fiir Tag 180, Seite 1



Anhang

191

O Name:
Rezidiv d 180 Oja O nein
Wann aufgetreten?
Weiteres Vorgehen?
Nachster Nachurtersuchungstermin?
Weitere Mainahmen?
Labor: EDTA (rotes und weilles Blutbild, Thrombozyten von Hand) O
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) ]
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0
Sonstige Untersuchungen
2

Anhang 12: Untersuchungsbogen fiir Tag 180, Seite 2




Anhang 192

O Name:

Vorbericht Tag 180 bis Tag 270:

Untersuchung Tag 270 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 270

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp.fausk.). AF Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 270

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 13: Untersuchungsbogen Tag 270, Seite 1



Anhang 193

O Name:

Rezidiv d 270 Oja O nein

Wann aufgetreten?

Weiteres Vorgehen?

Néchster Nachuntersuchungstermin?

Weitere Malinahmen?

Labor: EDTA (rotes und weilles Blutbild, Thrombozyten von Hand) O
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) ]
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0

Sonstige Untersuchungen

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 13: Untersuchungsbogen fiir Tag 270, Seite 2



Anhang 194

O Name:

Vorbericht Tag bis Tag und Grund der Vorstellung:

Untersuchung Tag Datum:

Klinische Untersuchung Tag

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknroten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 14: Untersuchungsbogen fiir Untersuchungen auflerhalb des
Studienzeitplans, Seite 1



Anhang 195
O Name:
Rezidiv d Oja 0 nein
Wann aufgetreten?
Weiteres Vorgehen?
Nachster Nachurtersuchungstermin?
Weitere Manahmen?
Labor: EDTA (rotes und weies Blutbild, Thrombozyten von Hand) O
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) O
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0
Sonstige Untersuchungen
Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:
2
Anhang 14: Untersuchungsbogen fiir Untersuchungen auflerhalb des

Studienzeitplans, Seite 2



Anhang 196

O Name:

Vorbericht Tag 270 bis Tag 360

Untersuchung Tag 360 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 360

Temperatur: Gewicht:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Lymphknoten: Lnn. mandib.: Lnn. popl.:

Kreislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk.:

Atmung {adsp./ausk.): AF: Ausk :

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 360

Wundgebiet und Umgebung:

Anhang 15: Untersuchungsbogen fiir die Abschlussuntersuchung Tag 360,
Seite 1



Anhang 197

O Name:

Rezidiv d 360 Oja 0 nein

Wann aufgetreten?

Weiteres Vorgehen?

Nachster Nachuntersuchungstermin?

Weitere Malinahmen?

Labor: EDTA (rotes und weies Blutbild, Thrombozyten von Hand) O
Serum (AST, AP, Bili, Prot, Alb, Urea, Crea, Gluc) O
Plasma/Serum fur Exp. Onkologie eingefroren (- 70 °C) 0

Rontgen:
Thorax IN:

(re. u. li. anliegend)

Thorax v/d:

Sonographie:
Thorax v/d:

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:

Anhang 15: Untersuchungsbogen fiir die Abschlussuntersuchung Tag 360,
Seite 2
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Anhang 16: Nebenwirkungen und ihre Gradeinteilungen, die in der

vorliegenden Studie nach der Common Terminology Criteria for Adverse

Events der Veterinary Co-operative Oncology Group untersucht wurden, Teil 1
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Anhang 16: Nebenwirkungen und ihre Gradeinteilungen, die in der

vorliegenden Studie nach der Common Terminology Criteria for Adverse

Events der Veterinary Co-operative Oncology Group untersucht wurden, Teil 2
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Anhang 16: Nebenwirkungen und ihre Gradeinteilungen, die in der
vorliegenden Studie nach der Common Terminology Criteria for Adverse

Events der Veterinary Co-operative Oncology Group untersucht wurden, Teil 3
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Oncology Group aufgefiihrt werden und in der vorliegenden Studie selbst

Common Terminology Criteria for Adverse Events der Veterinary Co-operative
definiert wurden

Anhang 17: Nebenwirkungen und ihre Gradeinteilungen, die nicht in der
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