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I. EINLEITUNG

Das feline Fibrosarkom stellt aus verschiedenen Griinden eine besondere
Herausforderung fiir Tierédrzte in der gegenwirtigen veterindrmedizinischen Praxis
dar. Hierbei handelt es sich um einen Bindegewebstumor, der zu den hiufigsten
und bosartigsten Neoplasien der Katze zdhlt und aufgrund seiner hohen
Rezidivrate nur schwer therapierbar ist. Zudem kann es bei seinem Auftreten zu
Konfliktsituationen zwischen Tierarzt und Tierbesitzer kommen, da eine iatrogene
Komponente in Form von Injektionen und der daraus entstehenden
Entziindungsreaktion nachweislich eine entscheidende Rolle bei der

Tumorentstehung spielt.

Bei alleiniger chirurgischer Tumorexstirpation werden aufgrund des stark
infiltrativ wachsenden Tumors Rezidivraten von bis zu 70 % beobachtet. Zwar
lasst sich die Rezidivrate mit einer adjuvanten Radiotherapie deutlich senken,
doch ist dies mit einem hohen logistischen und finanziellen Aufwand und mit

Nebenwirkungen fiir den Patienten verbunden.

Das Projekt ,Immunologische Gentherapie des felinen Fibrosarkoms® der
Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen hat
es sich zur Aufgabe gemacht, nach einer praxistauglichen, adjuvanten
Behandlungsmethode zu suchen. So werden in Zusammenarbeit mit dem Institut
fir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung der Technischen
Universitidt Miinchen bereits seit 1999 Studien durchgefiihrt, die das Ziel einer

Immunstimulation mittels Zytokingenen verfolgen.

In der dieser Arbeit vorausgegangenen Phase-I-Studie kam das spezieseigene
Zytokingen fiir den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor
(GM-CSF) zum Einsatz. Zur Steigerung der Transfektionsrate wurde das Prinzip
der Magnetofektion angewendet. Ziel war es, eine maximal tolerierbare Dosis
(MTD) festzulegen und das Auftreten von moglichen Nebenwirkungen zu
erfassen. In der hochsten Dosisstufe von 1250 pg GM-CSF wurden nur milde
Nebenwirkungen beobachtet, so dass diese als MTD festgelegt wurde.



I. Einleitung

Ziel der vorliegenden Phase-II-Studie ist:

1. die Uberpriifung der Vertriglichkeit der Therapie mit Hilfe eines
Nebenwirkungskatalogs

2. der Nachweis einer signifikanten Wirkung der Therapie im Vergleich mit
einer Kontrollgruppe
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Das feline Fibrosarkom

Fibrosarkome sind maligne mesenchymale Neoplasien des Bindegewebes und
werden zu den Weichteilsarkomen gezéhlt. Bei der Katze gehoren Fibrosarkome
zu den hiufigsten Tumoren iiberhaupt (KESSLER, 2005) und stellen mit iiber
40 % den groBten Anteil der felinen Hauttumoren dar (STIGLMAIR-HERB,
1987).

Atiologisch lassen sich bei Katzen vier verschiedene Gruppen von Fibrosarkomen

unterscheiden (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001):

1. Feline Sarkomvirus (FeSV)-induzierte Fibrosarkome
2. Intraokuldre posttraumatische Fibrosarkome

3. Injektions-assoziierte Fibrosarkome
4

. Fibrosarkome anderer Atiologie

FeSV-induzierte Fibrosarkome und intraokulédre posttraumatische Fibrosarkome
unterscheiden sich von den anderen zwei Gruppen nicht nur in ihrer Ursache

sondern auch in ihrer Prognose und empfohlenen Therapie.

So treten Fibrosarkome, die durch das Feline Sarkomvirus induziert werden, als
multiple Umfangsvermehrungen sowohl in der Haut als auch in inneren Organen
auf (KAADEN, 2002) und lassen wegen der damit verbundenen ungiinstigen
Prognose von einer Therapie absehen (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001).

Intraokulére posttraumatische Fibrosarkome, welchen meist eine Traumatisierung
des Bulbus vorausgeht, werden hingegen mit einer radikalen Bulbusexstirpation
therapiert, wobei der Nervus opticus, an dem der Tumor in der Regel entlang

wichst, mitentfernt werden muss (DUBIELZIG et al., 1990).

Injektions-assoziierte Fibrosarkome und Fibrosarkome anderer Atiologie, bei
deren Ursache zahlreiche Tumorgenesefaktoren in Betracht kommen, gleichen
sich sowohl in ihrem biologischen Verhalten, als auch in Therapie und Prognose
(HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001). Lediglich die von Entziindungszellen,
Nekrose und lokaler Infiltration der Tumorzellen geprigte Histologie (DODDY et
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al.,, 1996; MADEWELL et al., 2001) und das geringere Alter der Patienten
unterscheiden Injektions-assoziierte Fibrosarkome von denen anderer Atiologie
(HENDRICK et al., 1994). Da die vorliegende Studie die Therapie nur dieser
beiden Tumorgruppen zum Thema hat, wird im Folgenden nur noch auf diese

eingegangen.

1.1. Pathogenese

Im Jahr 1987 wurde im US-Bundesstaat Pennsylvania ein Gesetz erlassen,
welches die Impfung gegen Tollwut bei Katzen vorschrieb. Schon wenige Jahre
spiater wurde ein vermehrtes Auftreten von Fibrosarkomen in der dortigen
Katzenpopulation beobachtet, welches relativ bald mit der im Zuge des Gesetzes
gesteigerten Impfpraxis in Verbindung gebracht wurde (HENDRICK &
GOLDSCHMIDT, 1991). Das gehdufte Auftreten an den fiir Impfungen typischen
Injektionsstellen wie Interscapulédrregion oder laterale Thoraxwand untermauerten
diese Theorie (HENDRICK & DUNAGAN, 1991). Als schlielich in mehreren
Tumorbiopsien Aluminium, welches als Impfadjuvans Verwendung findet, in den
den Tumor umgebenden Makrophagen nachgewiesen wurde, konnte ein
gesicherter kausaler Zusammenhang zwischen Impfung und Tumorwachstum
hergestellt werden (HENDRICK et al., 1992; HENDRICK & BROOKS, 1994;
MADEWELL et al., 2001). Nachdem erst nur Vakzinen gegen Tollwut oder das
Feline Leukdmievirus mit der Entstehung von Fibrosarkomen in Verbindung
gebracht wurden (HENDRICK et al., 1992; KASS et al., 1993; HENDRICK et al.,
1994; ESPLIN et al.,, 1996; COYNE et al.,, 1997), fanden sich schlieBlich
Hinweise, dass auch Impfungen gegen Panleukopenie oder Rhinotracheitis mit
einer Tumorentstehung in Zusammenhang stehen konnten (HENDRICK et al.,
1994; LESTER et al., 1996; BURTON & MASON, 1997; COYNE et al., 1997;
MCENTEE & PAGE, 2001). Dies fiihrte letztendlich dazu, dass im Jahr 1999 alle
adjuvantienhaltigen Impfstoffe fiir Katzen von der Weltgesundheitsorganisation
als kanzerogen eingestuft wurden (MCNIEL, 2001). Dass aber nicht nur diese
Impfstoffe zu einer Tumorentstehung fithren konnen, sondern auch solche
welchen kein Adjuvans zugefiigt wurde, zeigten KASS und Mitarbeiter bereits in
einer epidemiologischen Studie aus dem Jahr 1993. AuBlerdem beobachteten sie,
dass das Risiko ein Fibrosarkom zu entwickeln bei einmaliger Impfung um 50 %,
bei zweimaliger Impfung am selben Ort um 127 % und bei drei- und viermaliger

Impfung am selben Ort um 175 % anstieg (KASS et al., 1993). DAY und



II. Literaturiibersicht 5

Mitarbeiter  verglichen in einer 2007 veroffentlichten Studie das
histopathologische Erscheinungsbild von Injektionsstellen, welche einerseits von
adjuvantienhaltigen Impfstoffen und andererseits von adjuvantienfreien
Impfstoffen stammten. Hierbei zeigte sich ein signifikant hoheres Auftreten von
Entziindungszeichen bei Katzen, die adjuvantienhaltige Impfstoffe erhalten hatten
(DAY et al.,, 2007). Neben Impfungen gelten auch Injektionen mit anderen
Stoffen als tumorinduzierend. Somit liegen bereits einige Fallberichte vor, in
denen die Injektion von langsam resorbierbaren Antibiotika, Methylprednisolon
und Lufenuron zur Tumorentstehung gefithrt haben (ESPLIN et al., 1999;
GAGNON, 2000; COHEN et al., 2001; KASS et al., 2003). In der Regel liegt
zwischen Injektion und Tumorentstehung ein Zeitraum von drei Monaten bis zu
drei Jahren (KASS et al., 1993; MACY & HENDRICK, 1996). Aber nicht nur
Injektionen scheinen mit der Entstehung von felinen Fibrosarkomen in
Verbindung zu stehen. So verdffentlichten BURACCO und Mitarbeiter im Jahr
2002 einen Fallbericht iiber ein Fibrosarkom, welches im Bereich einer tiefen
nicht resorbierbaren Naht entstanden war (BURACCO et al., 2002). Auch iiber
die Entstehung von Fibrosarkomen am Applikationsort von lokalen Ektoparasitika
(DYER et al., 2007), am Implantationsort eines Mikrochips (DALY et al., 2008)
und im Bereich eines intraoperativ vergessenen Tupfers (HADDAD et al., 2010)

existieren inzwischen Fallberichte.

Der Zusammenhang zwischen Injektion und Tumorentstehung wird in einer der
Tumorgenese vorausgehenden persistierenden Entziindungsreaktion vermutet. So
scheinen Injektionen zu einer iibersteigerten entziindlichen oder immunologischen
Reaktion zu fiihren, welche schlieflich als persisitierende Entziindung zu einem
unkontrollierten Wachstum von Myofibroblasten und Fibroblasten fiihrt
(HENDRICK et al., 1994; MACY & HENDRICK, 1996; HENDRICK, 1998,
1999; MCENTEE & PAGE, 2001). Gestiitzt wird diese These durch den
histopathologischen Nachweis des Ubergangs von entziindungsbedingten
Granulomen zu Sarkomen (HENDRICK et al.,, 1994). Eine individuelle
Pridisposition scheint eine Tumorentstehung zu begiinstigen (DE MAN &
DUCATELLE, 2007).

Ob eine genetische Komponente wirklich eine zusitzliche Rolle spielt, wurde in
mehreren Studien untersucht. Beschrieben wurden sowohl Hyperdiploidien des

gesamten Chromosomensatzes, als auch Monosomien und Trisomien einzelner
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Chromosomen (KALAT et al., 1991; MAYR et al., 1991; MAYR et al., 1994).
Auch Chromosomenmutationen wie Translokationen und Deletionen konnten
nachgewiesen werden (MAYR et al., 1996). Ebenfalls war die Untersuchung auf
Verinderungen am  p53-Tumorsuppressor-Gen, dessen Mutation zum
unkontrollierten Zellzyklus und somit zur Tumorentstehung fiihren kann,
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (MAYR et al., 1995; MAYR et al., 1998;
MAYR et al., 2000; NAMBIAR et al., 2000; NAMBIAR et al., 2001; NIETO et
al., 2003; HERSHEY et al., 2005; BANERIJI & KANIJILAL, 2006). So konnten
HERSHEY und Mitarbeiter fiir Katzen, bei denen eine p53-Mutation im
Zytoplasma der Tumorzelle stattfand, eine schlechtere Prognose beziiglich der
Rezidivrate nachweisen, als fiir Katzen, die denen die Mutation im Zellkern
auftrat (HERSHEY et al., 2005). Auch BANERJI und KANJILAL konnten einen
prognostischen Wert fiir Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens feststellen.
Sie beobachteten einen Zusammenhang zwischen Mutation und erhohter
Rezidivrate beziehungsweise verkiirzter ~Uberlebenszeit (BANERJI &
KANIJILAL, 2006). Somit konnten Genanalysen bei gesunden Katzen in der Lage
sein, das Risiko fiir die Entwicklung eines Fibrosarkoms abzuschitzen (BANERIJI
et al., 2007). In einer Studie von PETTERINO und Mitarbeitern konnte eine
Korrelation zwischen der Expression des zytoplasmatischen Transkriptionsfaktors
signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3) und dem
histologischen Grad des Fibrosarkoms festgestellt werden (PETTERINO et al.,
2006). Auch der Nachweis der Matrix-Metalloproteinasen MMP2 und MT-
MMP16 in Fibrosarkomen konnte mit der Uberlebenszeit der Katzen in
Korrelation gesetzt werden (SORENSEN et al., 2004). Sowohl HENDRICK als
auch NIETO und Mitarbeiter wiesen eine  Uberexpression  von
Wachstumsfaktoren in Tumorzellen und in den die Tumorzellen umgebenden
Lymphozyten nach, welche bei Uberexpression in entziindetem Gewebe zur
Tumorentstehung beitragen konnten. Hierbei konnte der platelet-derived growth
factor (PDGF) und sein Rezeptor (PDGFR), der epidermal growth factor (EGF)
und sein Rezeptor (EGFR), der fibroblast growth factor p (FGF-B) und der
transforming growth factor o und f (TGF-0, TGF- B) identifiziert werden
(HENDRICK, 1998, 1999; NIETO et al., 2003). Bereits 1998 konnte von
HENDRICK das Proto-Onkogen c-jun in Injektions-assoziierten Fibrosarkomen
aufgefunden werden. Dieses Gen kodiert fiir ein Protein, dessen Beitrag zu

zelluldrer Proliferation und Onkogenese in vitro nachgewiesen wurde
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(HENDRICK, 1998, 1999). CERRUTI und Mitarbeiter fanden in ihrer Studie in
felinen Fibrosarkomen im Vergleich zu gesundem Gewebe eine erhohte
Expression von zwei katalytischen Untereinheiten von Immunoproteasomen,

welche zu Storungen in der Tumorantigenprisentation und somit zu einer

Tumorentstehung fiithren konnten (CERRUTI et al., 2007).

Eine Beteiligung von Viren an der Entstethung von Injektions-assoziierten
Fibrosarkomen wird ausgeschlossen (ELLIS et al., 1996; KIDNEY et al., 2000,
2001b; KIDNEY et al., 2001c; KIDNEY et al., 2001a; KIDNEY et al., 2002).

Ein mehrstufiges Karzinogenesemodell inklusive genetischer, iatrogener und
lokaler Faktoren scheint die plausibelste Erkldrung fiir die Entstehung des Tumors

zu sein (KIRPENSTEIIN, 2006).

1.2. Vorkommen

Die Angaben iiber die Hiufigkeit des Auftretens von Injektions-assoziierten
Fibrosarkomen schwanken zwischen 0,63 und 3,6 pro 10.000 geimpfter Katzen,
wobei sich die Angaben nur auf die USA und Kanada beziehen (KASS et al.,
1993; COYNE et al., 1997; GOBAR & KASS, 2002). Durch Studien belegte
Angaben iiber die Hiufigkeit in Deutschland oder Europa existieren bisher noch
nicht. Das Durchschnittsalter von Katzen mit Injektions-assoziierten
Fibrosarkomen liegt bei acht Jahren. Bisher konnte weder eine Rasse- noch eine
Geschlechtspridisposition festgestellt werden (HENDRICK et al., 1994; DODDY
et al., 1996).

1.3. Klinik

Injektions-assoziierte Fibrosarkome finden sich vor allem an den klassischen
Impfstellen wie Interscapulédrregion, dorsolaterale Brustwand, Lumbarregion,
Abdominalregion, GliedmaBlen und in den Musculi semimembranosus und
semitendinosus (HENDRICK et al., 1994; DODDY et al., 1996; DAVIS et al.,
2007a; SHAW et al., 2009). Dort sind sie meist als derbe, nicht schmerzhafte und
mehr oder weniger bewegliche Masse in der Subkutis lokalisiert und sind trotz
makroskopisch guter Abgrenzbarkeit durch ein stark infiltratives Wachstum
entlang der Faszien charakterisiert (DUBIELZIG et al., 1993; HENDRICK &
BROOKS, 1994; DODDY et al., 1996; HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001;
HIRSCHBERGER & HUTTINGER, 2010). Abbildung 1 zeigt ein Fibrosarkom

an der fiir Impfungen typischen Lokalisation zwischen den Schulterblittern.
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Abbildung 1: Fibrosarkom einer Katze an interscapulirer Lokalisation (Aus
dem Foto-Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen)

14. Histologie

Charakteristisch ist das Auftreten pleomorpher Spindelzellen, mehrkerniger
Riesenzellen und histiozytirer Zellen (HENDRICK & BROOKS, 1994;
MADEWELL et al., 2001). Neben einer zentralen Nekrose wurden mehrfach auch
Myofibroblasten und fibroblastenartige Zellen beschrieben, die eine Pseudokapsel
um den Tumor zu bilden scheinen (HENDRICK & BROOKS, 1994;
MADEWELL et al.,, 2001; COUTO et al., 2002). Typischerweise wird das
maligne Geschehen von einer durch follikuldre T-Lymphozytenaggregate und
Plasmazellen gekennzeichneten Entziindungsreaktion begleitet. Auch von
Makrophagen aufgenommenes Aluminium kann als blau-graues Material
gelegentlich identifiziert werden (HENDRICK & BROOKS, 1994; MADEWELL
et al.,, 2001; COUTO et al.,, 2002; DEIM et al., 2008). Obwohl die meisten
Injektions-assoziierten Sarkome histopathologisch als Fibrosarkome diagnostiziert
werden, treten auch Osteosarkome, Chondrosarkome, Rhabdomyosarkome,
Myxosarkome, myofibroblastische Sarkome und maligne fibrose Histozytome auf
(DUBIELZIG et al., 1993; ESPLIN et al., 1993; HENDRICK & BROOKS, 1994;
MACY & BERGMANN, 1995; DODDY et al., 1996; MACY & HENDRICK,
1996; MADEWELL et al., 2001). Abbildung 2 zeigt das fiir Fibrosarkome
typische histopathologische Bild pleomorpher Spindelzellen.
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Abbildung 2: Spindelzellen in einem Tumorabkratzpriparat, modifizierte
Wright-Fiarbung (Aus dem Foto-Archiv der Medizinischen Kleintierklinik
der LMU Miinchen)

1.5. Metastasierungsverhalten

Die Metastasierungswahrscheinlichkeit wird zwischen 10 % und 28 % angegeben
(COUTO & MACY, 1998; HERSHEY et al., 2000), wobei sie bei Primdrtumoren
nur bei 5 % zu liegen scheint (HERSHEY et al., 2000). Die priméren
Metastasierungsorte sind hierbei die Lungen (siehe Abbildung 3), gefolgt von den
regiondren Lymphknoten, den Nieren, der Milz, dem Darm und der Leber

(SANDLER et al., 1997; KOBAYASHI et al., 2002).

Abbildung 3: Multiple Lungenmetastasen einer Katze mit Fibrosarkom,
Thorax laterolateral (Aus dem Foto-Archiv der Medizinischen
Kleintierklinik der LMU Miinchen)
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1.6. Diagnose

Nach den Richtlinien der vaccine-associated feline sarcoma task force ist jede
Umfangsvermehrung genau zu untersuchen, wenn sie mindestens eine der drei
Kriterien erfiillt: Langer als drei Monate nach einer Injektion zu bestehen, mehr
als zwei Zentimeter im Durchmesser grof3 zu sein oder einen Monat nach einer
Injektion zu  wachsen (VAFSTF, 1999). Zuallererst sollte eine
Feinnadelaspirationszytologie ~ durchgefiihrt werden. = Sowohl fiir die
Diagnosefindung als auch um andere Tumoren, Hidmatome oder Abszesse
auszuschlielen, erweist sie sich als schnelle, kostengiinstige und minimalinvasive
Methode  (HIRSCHBERGER &  HUTTINGER, 2010). Da die
Feinnadelaspirationszytologie nicht immer diagnostisch ist, ist im Zweifelsfall
eine Biopsie durchzufiihren (SEGUIN, 2002; HIRSCHBERGER &
HUTTINGER, 2010).

1.7. Staging und Grading

Zur Stadieneinteilung sollten Hamatologie, klinische Chemie, Rontgenaufnahmen
vom Thorax und Ultraschallaufnahmen vom Abdomen durchgefiihrt werden
(HIRSCHBERGER & HUTTINGER, 2010). Um die Dimensionen des Tumors
fiir eine Operation oder Bestrahlung besser abschitzen zu konnen, erweist sich
sowohl die Computertomographie als auch die Magnetresonanztomographie als
hilfreich, da die alleinige palpatorische Beurteilung meist zu einer zu geringen
Abschitzung der Tumorgrofle fithrt (MCENTEE, 2000). Eine Klassifizierung
erfolgt nach dem von HIRSCHBERGER und KESSLER entwickelten TNM-
System fiir feline Fibrosarkome (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001).

Hiaufig werden Injektions-assoziierte Fibrosarkome nach einem aus der
Humanmedizin auf Hunde iibertragenen System in Grade eingeteilt (KUNTZ et
al., 1997). Ein prognostischer Nutzen konnte aber bisher nicht daraus gezogen
werden (COUTO et al., 2002; ROMANELLI et al., 2008). Histopathologische
Untersuchungen haben gezeigt, dass weitere Malignititsmerkmale in die
histologische Beurteilung aufgenommen werden miissen, um einen préadiktiven

Wert zu erhalten (KAMENICA et al., 2008; GIUDICE et al., 2009).

1.8. Therapie
Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Behandlungsmoglichkeiten und

Erfolgsaussichten fiir das feline Fibrosarkom gegeben. Hierbei wird neben den
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klassischen Therapieoptionen wie Chirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie

besonders auf die Immuntherapie eingegangen.

1.8.1. Chirurgie

Mit Werten von bis zu 70 % ist die Rezidivrate bei alleiniger chirurgischer
Therapie sehr hoch (BOSTOCK & DYE, 1979; MCENTEE & PAGE, 2001),
wobei es vor allem in den ersten sechs Monaten nach der Operation zum Rezidiv
kommt (HENDRICK et al., 1994). Der langfristige Behandlungserfolg scheint
mafgeblich von der Radikalitdt der Operation abzuhingen (KOBAYASHI et al.,
2002). So ermittelten HERSHEY und Mitarbeiter eine mediane rezidivfreie Zeit
von nur 66 Tagen bei marginaler Operation. Weitrdumige Tumorexstirpation
hingegen, fiihrte zu einer medianen rezidivfreien Zeit von 425 Tagen (HERSHEY
et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse erbrachte die Studie von CRONIN und
Mitarbeitern, bei der postoperativ die Exzisionsrdnder nach dem Vorhandensein
von Tumorzellen untersucht wurden. Hierbei lag die rezidivfreie Zeit bei 112
Tagen bei unsauberen Schnittrindern, hingegen bei 700 Tagen bei sauberen

Schnittrandern (CRONIN et al., 1998).

Empfohlen wird eine en-bloc-Tumorexstirpation mit einem Sicherheitsabstand
von mindestens drei Zentimetern zu den Seiten und mindestens einer gesunden
Faszien- oder Muskelschicht zur Tiefe hin (SEGUIN, 2002; GROSSLINGER et
al., 2003; DAVIS et al., 2007b). AnschlieBend sollte eine histopathologische
Untersuchung des entfernten Gewebes erfolgen. Trotz radikaler Operation und der
histopathologischen Bestidtigung tumorfreier Rénder werden immer noch

Rezidivraten von bis zu 50 % erreicht (MCENTEE & PAGE, 2001).

1.8.2.  Radiotherapie
Begleitend zu einer chirurgischen Tumorentfernung hat sich die Radiotherapie,
welche sowohl pridoperativ als auch postoperativ durchgefiihrt werden kann, als

sehr wirkungsvoll erwiesen.

Hierbei wurden nach pridoperativer Bestrahlung Rezidivraten von 41 % bis 54 %
und mediane rezidivfreie Zeiten von 398 bis 584 Tagen erreicht (CRONIN et al.,
1998; COHEN et al., 2001; KOBAYASHTI et al., 2002).

STEGER-LIEB und Mitarbeiter ermittelten bei Katzen, welche postoperativ

bestrahlt wurden, eine Rezidivrate von 44 % und eine mediane rezidivireie Zeit
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von 422 Tagen (STEGER-LIEB et al., 2002). Eine mediane Uberlebenszeit von
43 Monaten und ein medianes progressionsfreies Intervall von 37 Monaten
beobachteten ECKSTEIN und Mitarbeiter bei 46 postoperativ bestrahlten Katzen
(ECKSTEIN et al.,, 2009). Ein unmittelbarer Beginn der Bestrahlungstherapie
nach der Operation ist fiir ldngere Rezidivzeiten und eine ldngere
Gesamtiiberlebenszeit am effektivsten (COHEN et al., 2001). Zudem scheint eine
postoperative Bestrahlungstherapie gegeniiber der prioperativen Bestrahlung von
Vorteil zu sein. So beobachteten MAYER und Mitarbeiter in ihrer retrospektiven
Studie bei Katzen mit prioperativer Bestrahlung eine mediane Uberlebenszeit von
nur 310 Tagen, wihrend Katzen mit postoperativer Bestrahlung eine mediane

Uberlebenszeit von 705 Tagen aufwiesen (MAYER et al., 2009).

Radiotherapie ohne chirurgische Tumorentfernung hingegen ist nur zu

palliativmedizinischen Zwecken zu empfehlen (OGILVIE, 2001).

1.8.3. Chemotherapie
Der klinische Effekt der Chemotherapie bei der Behandlung des felinen
Fibrosarkoms ist bis heute umstritten. Grund ist der Mangel an prospektiven,

randomisierten und kontrollierten Studien in diesem Bereich.

MARTANO und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie fiir Katzen, die adjuvant
Doxorubicin erhalten hatten, keinen gesteigerten Therapieerfolg feststellen

(MARTANO et al., 2005).

Eine Studie von POIRIER und Mitarbeitern hingegen wies einen signifikanten
Unterschied beziiglich rezidivfreier Zeit bei Katzen nach, die zusitzlich zur
Operation Doxil oder Doxorubicin erhalten hatten. So lag der Wert von 388
Tagen deutlich iiber dem von 93 Tagen, der fiir eine ,,historische* Kontrollgruppe
ermittelt wurde. Desweiteren beobachteten sie bei 33 Katzen, welche nicht
operiert wurden, in fiinf Féllen komplette und in acht Fillen partielle Remissionen

(POIRIER et al., 2002).

Komplette und partielle Remissionen bei nichtresezierbaren Fibrosarkomen
konnten in anderen Studien auch mit Ifosfamid, Carboplatin und einer
Kombination aus Doxorubicin und Cyclophosphamid erreicht werden (BARBER
et al., 2000; RASSNICK et al., 2006).
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Die in Fibrosarkomen nachgewiesene Uberexpression von PDGF und PDGFR
fiihrte in zwei weiteren Studien zum Einsatz von Imatinib, einem Tyrosinkinase-
Inhibitor, der kompetetiv und selektiv den PDGFR hemmt. Hierbei wurde sowohl
eine in Hemmung der PDGFR-Tyrosin-Kinase in felinen Fibrosarkomzellen in
vitro, als auch eine Stabilisierung der TumorgroBe fiir zwei Monate in vivo

beobachtet (KATAYAMA et al., 2004; LACHOWICZ et al., 2005).

Auch die Elektrochemotherapie, eine Methode bei der die Aufnahme von
Chemotherapeutika in die Zelle und somit ihre Wirksamkeit verbessert werden
soll, war Gegenstand zweier Untersuchungen mit Bleomycin. Hierbei wurde eine
durch lokale elektrische Impulse gesteigerte Permeabilitidt der Zellmembran und
somit  eine  erhohte  Bleomycin-Konzentration @ im  Bereich  der
Desoxyribonukleinsdure (DNA) erwartet. Als Monotherapie wurde eine
Stabilisierung des Tumorwachstums fiir einen Zeitraum von bis zu sieben
Monaten beobachtet und eine Verlingerung der Uberlebenszeit von 0,8 auf 6,1
Monate erreicht (MIR et al., 1997). SPUGNINI und Mitarbeiter beobachteten in
ihrer Studie eine rezidivfreie Zeit von 12 Monaten bei Katzen, denen die
Elektrochemotherapie intraoperativ verabreicht wurde und eine von 19 Monaten
bei Katzen, die sie postoperativ erhielten. Die Kontrollgruppe, die allein
chirurgisch behandelt wurde, erreichte lediglich vier Monate rezidivfreie Zeit

(SPUGNINI et al., 2007).

1.8.4. Multimodale Therapie

Um den therapeutischen Effekt einer chirurgischen Tumorentfernung mit
adjuvanter Radiotherapie noch zu steigern, wurde in mehreren Studien zusétzlich
eine Chemotherapie verabreicht. Eine vor der Radiotherapie verabreichte
Chemotherapie soll hierbei die Empfindlichkeit der Tumorzellen fiir die

Bestrahlung steigern (SEGUIN, 2002).

HAHN und Mitarbeiter beobachteten bei Katzen mit inkompletter Tumorresektion
eine mediane rezidivfreie Zeit von 15,4 Monaten, wenn sie zusitzlich zur
Bestrahlung eine Chemotherapie erhielten. Katzen, die postoperativ nur einer
Bestrahlung unterzogen wurden, erreichten in der gleichen Studie lediglich 5,7
Monate rezidivfreie Zeit (HAHN et al.,, 2007). Auch KING und Mitarbeiter
berichten in ihrer Studie von einer Steigerung der medianen rezidivireien Zeit von

162 Tagen auf 360 Tage, wenn Katzen zusitzlich eine Chemotherapie erhielten.
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Ein Verlidngerung der mittleren Uberlebenszeit konnte hingegen nicht festgestellt
werden (KING et al., 2001). Weder eine Veridnderung in der Rezidivrate noch in
der medianen rezidivfreien Zeit noch in der medianen Uberlebenszeit konnte in
drei weiteren Studien, welche die Wirkung multimodaler Therapie untersuchten,
festgestellt werden. Hierbei kamen Vincristin, Cyclophosphamid, Doxorubicin
und Carboplatin neben Chirurgie und Radiotherapie zum Einsatz (BREGAZZI et
al., 2001; COHEN et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2002).

1.8.5. Immuntherapie

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse bei den herkodmmlichen
Therapieformen riickte die Immuntherapie immer mehr in das Interesse der
Forscher und wurde zum Gegenstand einiger Studien. So wurde bereits in den
friihen Neunzigern die unspezifische Immunstimulation mit Acemannan, einem
Pflanzenalkaloid der Aloe vera, untersucht. Die Fallzahlen von fiinf
beziehungsweise drei Katzen waren aber zu gering, um eine Aussage iiber die
Wirksamkeit von Acemannan treffen zu konnen (KENT, 1993; KING et al.,
1995).

HAMPEL und Mitarbeiter untersuchten in ihrer Studie die Wirkung von
rekombinantem Interferon-o (IFN-w), einem Typ-I Interferon, welches prid- und
postoperativ in den Tumor beziehungsweise in das Wundgebiet injiziert wurde.
Sowohl die Nebenwirkungen als auch die Rezidivrate mit 45 % erwiesen sich bei
dieser Studie als sehr niedrig. Jedoch ldsst die Tatsache, dass 85 % der
behandelten Katzen einen Tumor von weniger als drei Zentimetern GroBe im
Durchmesser hatten und die Studie unkontrolliert war, keine objektive
Interpretation zu (HAMPEL et al., 2007). Eine iiber einen lidngeren Zeitraum
wiederholte Verabreichung des rekombinanten Interferons sollte, wie in der

Humanmedizin iiblich, Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Bemerkenswert und vielversprechend sind die Forschungsergebnisse im Bereich

der immunologischen Gentherapie:

QUINTIN-COLONNA und Mitarbeiter untersuchten in einer 1996 publizierten
Studie die Wirkung von humanem Interleukin-2 (hull-2) sezernierenden
histoinkompatiblen = Stammzellen, welche zusitzlich zu Chirurgie und
Radiotherapie siebenmal postoperativ in das subkutane Wundgebiet injiziert

wurden. 16 Monate nach der Tumorexstirpation wiesen nur 31 % der therapierten
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16 Katzen ein Rezidiv auf und eine mediane Uberlebenszeit von 16 Monaten
wurde ermittelt. In der Kontrollgruppe, welche nur chirurgisch und
radiotherapeutisch behandelt wurde, fand sich dagegen in 69 % der Fille ein
Rezidiv 16 Monate post operationem und auch die mediane Uberlebenszeit war
mit 8 Monaten nur halb so lang wie in der gentherapeutisch behandelten Gruppe

(QUINTIN-COLONNA et al., 1996).

JOURDIER und Mitarbeiter benutzten in ihrer Studie virale Vektoren
(Kanarienpocken- oder Vacciniaviren), welche entweder humanes oder felines
IL-2 exprimieren sollten. Neben Chirurgie und Radiotherapie wurden die
Vektoren siebenmal subkutan injiziert. Nach einem Jahr ergab sich fiir die mit
hulL-2 behandelten Katzen eine Rezidivrate von 39 % und fiir die mit fell.-2
behandelten Katzen von nur 28 %. Die Kontrollgruppe, die nur chirurgisch und
radiotherapeutisch behandelt wurde, erreichte hingegen eine Rezidivrate von 61 %

(JOURDIER et al., 2003).

Auch die im Jahr 2007 von SIDDIQUI und Mitarbeitern verdffentlichte Phase-1-
Studie untersuchte die Anwendung der immunologischen Gentherapie mit Hilfe
viraler Vektoren (Adenoviren). Darin kam der durch Hyperthermie zu
aktivierende Hitzeschock-Promotor 70B zum Einsatz, welcher zur Expression von

IL-12 fiihren sollte (SIDDIQUI et al., 2007).

Adenovirale Vektoren kamen auch in zwei Phase-I-Studien der Medizinischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU) Miinchen zum
Einsatz. So wurden in der Studie von WIELAND Katzen in der ersten Woche post
operationem flinfmal hulL-2- und felines Interferon-y (feIFN-y)-exprimierende
Adenoviren subkutan verabreicht. Die Toxizitét blieb hierbei gering und duBerte
sich nur in der hochsten Dosisgruppe (WIELAND, 2002). In der Studie von
WIEDMANN wurde derselbe adenovirale Vektor verabreicht, wobei er nun
zweimalig intratumoral injiziert wurde. In der hochsten Dosis wurde bei den
Patienten sowohl eine Reduktion von Gewicht, Himatokrit, Leukozyten- und
Thrombozytenzahlen als auch Temperaturanstiege beobachtet (WIEDMANN,
2005).

In drei weiteren Phase-I-Studien der Medizinischen Kleintierklinik der LMU
Miinchen kamen Plasmide als Vektoren zum Einsatz. KEMPF untersuchte die

Anwendung von intraoperativ. in  das  Tumorgebiet eingesetzten
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Kollagenschwidmmen, auf denen die Plasmidvektoren aufgebracht waren. Neben
dem bereits in den vorigen Studien eingesetzten felFN-y kamen hierbei auch die
felinen = Zytokingene  IL-2 und  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF) zur Anwendung. Bis auf geringgradige
Lymphozytopenien konnten keine Toxizititen festgestellt werden (KEMPF,
2005). Die Anwendung der drei felinen Zytokingene IFN-y, IL-2 und GM-CSF
war auch Gegenstand der Untersuchungen von JAHNKE und Mitarbeitern. Im
Gegensatz zur vorigen Studie wurde auf die Implantation eines
Kollagenschwammes verzichtet und die Magnetofektion zur Optimierung des
Gentransfers eingesetzt. In der hochsten Dosis wurde keine Toxizitdt festgestellt,
so dass diese als maximal tolerierbare Dosis (MTD) festgelegt wurde (JAHNKE
et al., 2007). Auch HUTTINGER und Mitarbeiter nutzten in ihrer Phase-I-Studie
die Magnetofektion beim Gentransfer und untersuchten die Wirkung von felinem
GM-CSF. Hierbei gelang ihnen ein Expressionsnachweis mittels enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in den Zellkulturiiberstinden der angeziichteten
Tumoren. Aufgrund geringer Toxizitdten in der hochsten Dosis wurde eine MTD
von 1250 pug GM-CSF festgelegt, welche der vorliegenden Phase-1I-Studie als
Grundlage dient (HUTTINGER et al., 2008).

2. Tumorimmunologie

Dass das Immunsystem in der Lage ist, sowohl Tumorzellen zu erkennen als auch
zu zerstoren, duflerte Paul EHRLICH erstmals in einem Vortrag, welchen er im
Jahr 1909 vor Amsterdamer Studenten hielt (EHRLICH, 1909). Ein halbes
Jahrhundert spiter formulierten BURNET und THOMAS die immunosurveillance
theory, welche das Immunsystem als Wichter in Erkennung und Zerstorung von
neoplastischen Zellen ansieht (BURNET, 1957; THOMAS, 1959). Inzwischen
wird diese Theorie nur noch als ein Teil der Interaktion zwischen Immunsystem
und Tumorzellen gesehen. Erweitert um den Punkt, dass das Immunsystem den
Organismus durch die Zerstdrung neoplastischer Zellen nicht nur schiitzt, sondern
auch durch Selektionsprozesse die Tumorzellen formt, spricht man seit Anfang
des 21. Jahrhunderts von immunoediting (DUNN et al., 2002). Immunoediting
wird in drei Phasen unterteilt, in elimination (Zerstorung), equilibrium

(Gleichgewicht) und escape (Entkommen) (DUNN et al., 2004).

Der Einfluss, den das Immunsystem auf das Auftreten und die Bekdmpfung von
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Tumorzellen hat, ldsst sich an einem gehduften Auftreten von Neoplasien bei
immunsupprimierten Patienten (ROITHMAIER et al., 2007) und einer besseren
Prognose bei Melanom- und Mammakarzinompatienten, deren Neoplasien stark
von Lymphozyten infiltriert sind, beobachten (ELMSLIE & DOW, 1997). Auch
Spontanremissionen bei Tumorpatienten ohne erfolgte Therapie, der Nachweis
tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen im Tumor oder in den regiondren
Lymphknoten und die Dokumentation von Tumorremissionen nach dem Einsatz
von Immunmodulatoren weisen auf die wichtige Rolle hin, die das Immunsystem

in Bezug auf Neoplasien spielt (BERGMAN, 2001).

Maligne Zellen gelten zwar als immunogen, scheinen aber im Gegensatz zu
anderen Pathogenen eine geringere Immunogenitit zu besitzen (BLATTMAN &
GREENBERG, 2004). T-Zellen als Teil des zellularen Immunsystems gelten als
die primiren Effektorzellen der Tumorbekdmpfung (ELMSLIE & DOW, 1997).
Dem humoralen Immunsystem hingegen, welches erst bei der Ausbildung einer
Antitumorimmunitit von Bedeutung zu sein scheint, wird hierbei nur eine
untergeordnete Rolle zugesprochen, doch der vollkommene Beweis hierfiir steht
bisher immer noch aus (ELMSLIE & DOW, 1997, ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001; BERGMAN, 2009).

2.1. Tumorantigene

Tumorantigene sind Molekiile, die auf der Zelloberfliche von neoplastischen
Zellen prisentiert werden. Sie lassen sich in tumorspezifische und
tumorassoziierte Antigene unterteilen, wobei erstere ausschlieBlich von
Tumorzellen gebildet werden, letztere hingegen auch von normalen Zellen, wenn
auch in anderer Form exprimiert (GRAZIANO & FINN, 2005). In der
Humanmedizin wurden bereits zahlreiche Tumorantigene identifiziert und
kommen klinisch sowohl zur Fritherkennung als auch zur Therapieiiberwachung
zum Einsatz, wihrend in der Veterindrmedizin bisher erst wenige Tumorantigene

identifiziert werden konnten (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001).

2.2. Major Histocompatibility Complex

Als major histocompatibility complex (MHC) wird eine Gruppe von Genen
zusammengefasst, die Proteine (MHC-Proteinkomplexe) codieren, die sich auf der
Oberfliche jeder Korperzelle befinden und fiir die Immunerkennung eine zentrale

Rolle spielen. Thre Hauptaufgabe besteht in der Prasentation von Antigenen, die
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somit von den Effektorzellen des Immunsystems erkannt werden kénnen. MHC-
Proteinkomplexe werden in zwei Hauptklassen unterteilt, die sich in ihrem
Aufbau, in ihrem Vorkommen und ihrer immunologischen Funktion

unterscheiden (TIZARD, 2004).

2.2.1. MHC-Klasse-I-Komplexe

MHC-Klasse-I-Komplexe sind Proteinkomplexe, die sich auf der Oberfliche
beinahe aller kernhaltiger Korperzellen und der meisten Tumorzellen befinden
(ELMSLIE & DOW, 1997). Hier présentieren sie kurze Peptide endogenen
Ursprungs und informieren somit ihre Umgebung iiber die Vorginge im Inneren
der Zelle (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001). Im Fall von Krebszellen konnen
sie Peptide prisentieren, die als Tumorantigene vom Immunsystem als
korperfremd erkannt werden konnen (RIBAS et al., 2000). Die Erkennung erfolgt
bei MHC-Klasse-I-Komplexen iiber zytotoxische T-Zellen (CD8" T-Zellen), die
hierbei zur Lyse der Tumorzellen fithren konnen (ELMSLIE & DOW, 1997;
ARMSTRONG & HAWKINS, 2001).

2.2.2. MHC-Klasse-II-Komplexe

Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Komplexen werden MHC-Klasse-II-Komplexe
nur von spezialisierten Zellen, den sogenannten antigenprisentierenden Zellen
prasentiert. Die Peptide, die auf MHC-Klasse-II-Komplexen prisentiert werden,
stammen von extrazelluldren Proteinen ab und miissen vor ihrer Prisentation von
antigenprisentierenden Zellen aufgenommen und aufbereitet werden. Auch die
Proteine zugrunde gegangener Tumorzellen konnen auf diese Weise dem
Immunsystem présentiert und von ihm als kérperfremd erkannt werden (RIBAS et
al., 2000). Bei MHC-Klasse-II-Komplexen erfolgt die Erkennung iiber T-
Helferzellen (CD4" T-Zellen), die direkt oder indirekt zu einer Zerstdrung von
Tumorzellen fithren konnen (ELMSLIE & DOW, 1997; ARMSTRONG &
HAWKINS, 2001).

2.3. Effektorzellen der Tumorimmunitit
Als entscheidende Zellen des Immunsystems bei der Bekdmpfung von Tumoren
gelten zytotoxische T-Zellen, T-Helferzellen, natiirliche Killerzellen, dendritische

Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten (ELMSLIE & DOW, 1997).
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2.3.1. T-Lymphozyten

T-Lymphozyten gelten als die eigentlichen Effektorzellen der Tumorimmunitit,
wobei sie sowohl direkt als auch indirekt zu einer Abtdtung der Tumorzellen oder
zu einem Sistieren des Tumorwachstums fithren kénnen (ELMSLIE & DOW,
1997).

Zytotoxische T-Zellen interagieren mit ihrem T-Zell-Rezeptor nur mit Peptiden,
die ihnen iiber MHC-Klasse-I-Komplexe présentiert werden. Zu einer Aktivierung
der zytotoxischen T-Zelle kommt es aber nur, wenn zusitzlich ein zweites
stimulierendes Signal in Form von Kostimulations- oder Adhisionsmolekiilen
vorhanden ist (VAN SEVENTER et al.,, 1991; RIBAS et al., 2000). Nach
Aktivierung kommt es zur Lyse der Tumorzelle, welche zytotoxische T-Zellen
sowohl durch Apoptoseinduktion als auch perforinmediiert erreichen koénnen

(ELMSLIE & DOW, 1997; RIBAS et al., 2000).

Im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zellen interagieren T-Helferzellen mit ihrem T-
Zell-Rezeptor nur mit Peptiden, die ihnen von antigenprisentierenden Zellen iiber
MHC-Klasse-1I-Komplexe préasentiert werden. Aufgrund der Sekretion
unterschiedlicher Zytokine und der damit verbundenen unterschiedlichen
Wirkweise werden T-Helferzellen in zwei Klassen eingeteilt, in Typl-T-
Helferzellen und Typ2-T-Helferzellen. Typl-T-Helferzellen schiitten nach ihrer
Aktivierung IL-12 und IFN-y aus und aktivieren somit hauptsichlich die zelluldre
Immunantwort iiber zytotoxische T-Zellen (TIZARD, 2004). Typ2-T-Helferzellen
hingegen aktivieren hauptsidchlich die humorale Immunantwort {iber die
Ausschiittung von IL-4, IL-10 und Tumornekrosefaktor B (TNF-B), wodurch es
zur Aktivierung von B-Zellen und zur Bildung von Antikdrpern kommt
(ARMSTRONG & HAWKINS, 2001; TIZARD, 2004). T-Helferzellen sind in der
Lage, sowohl zum direkten Zelltod zu fiihren als auch diesen indirekt iiber die
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen mittels Zytokinen herbeizufiihren (ELMSLIE
& DOW, 1997). Desweiteren werden durch die Zytokinwirkung die MHC-
Klasse-I-Komplex-Expression von Tumorzellen gefordert, die Sensibilitét fiir die
Lyse von Tumorzellen herabgesetzt und Makrophagen und eosinophile
Granulozyten aktiviert, die durch antigenunspezifische Sekretion von Superoxiden
in die Tumorumgebung das Tumorwachstum bekdmpfen (ELMSLIE & DOW,
1997; PARDOLL & TOPALIAN, 1998; ARMSTRONG & HAWKINS, 2001;
KLIMP et al., 2002).
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Regulatorische T-Zellen haben ihre Funktion im Unterbinden oder Schwichen
einer Immunantwort und schiitzen den Korper somit vor einer autoaggressiven
Immunreaktion (PAKRAVAN et al., 2007). Hierbei unterdriicken sie die
Entwicklung und Funktion von zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen,
natiirlichen Killerzellen und B-Zellen (CURIEL, 2007; FU et al.,, 2007;
PAKRAVAN et al., 2007) Der Nachweis hoher Konzentrationen von
regulatorischen T-Zellen in verschiedenen Tumoren (BETTS et al., 2007;
PAKRAVAN et al., 2007) und die Tatsache, dass das gesteigerte Auftreten von
regulatorischen T-Zellen im Tumorgebiet mit einer gesteigerten Mortalitét
korreliert (FU et al., 2007), sind Hinweise darauf, dass sich Tumorzellen die
Funktion regulatorischer T-Zellen zu ihrem eigenen Schutz zunutze machen. Die
Induktion oder lediglich die Pridsenz von regulatorischen T-Zellen konnte somit
fiir das Versagen mancher Immuntherapien in der Onkologie verantwortlich sein

(CURIEL, 2007).

2.3.2. Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen stellen eine Subpopulation der Lymphozyten dar und
werden aufgrund ihrer Antigenunspezifitit dem angeborenen Immunsystem
zugeordnet. Sie sind in der Lage, entartete Zellen zu erkennen und direkt
abzutdten. Entscheidend hierbei ist das Vorhandensein von MHC-Molekiilen auf
der Oberfldache der Zielzelle. So werden Zellen lysiert, die keine oder fremde
MHC-Klasse-I-Komplexe exprimieren, was besonders bei metastasierten
Tumorzellen der Fall ist (COSTELLO et al., 1999; FOSS, 2002; TIZARD, 2004).
Dieser Mechanismus gilt als Schutz gesunder Korperzellen gegeniiber dem
Immunsystem und wurde erstmals 1981 von Klas KARRE als missing-self-

Hypothese formuliert (KARRE, 2008).

Eine Aktivierung der natiirlichen Killerzellen erfolgt durch den Einfluss von
dendritischen Zellen und ihr Wachstum wird durch die Zytokine IL-2 und IFN-y
stimuliert (TIZARD, 2004). Aktivierte natiirliche Killerzellen produzieren sowohl
stimulatorische als auch inhibitorische Zytokine und gelten aufgrund ihres damit
verbundenen Einflusses als Briicke zwischen angeborenem und erworbenem

Immunsystem (RIBAS et al., 2000).
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2.3.3. Antigenprisentierende Zellen

Unter dem Begriff antigenprésentierende Zellen werden Zellen zusammengefasst,
bei denen die Antigenprisentation eine wesentliche Aufgabe darstellt und die in
der Lage sind, als einzige Korperzellen sowohl MHC-Klasse-I-Komplexe als auch
MHC-Klasse-1I-Komplexe zu priasentieren (ELMSLIE & DOW, 1997). Zu den
antigenprisentierenden Zellen werden B-Zellen, Makrophagen und dendritische
Zellen gezdhlt, wobei letztere von besonderer Bedeutung fiir die
Antigenprisentation sind (ARMSTRONG & HAWKINS, 2001). Nach Aufnahme
eines Antigens wandern die antigenpridsentierenden Zellen in die regiondren
Lymphknoten ein und prasentieren den dort befindlichen T-Zellen das Antigen

iiber ihre MHC-Proteinkomplexe (BLATTMAN & GREENBERG, 2004).

Neben ihrer Aufgabe als antigenprisentierende Zellen konnen Makrophagen auch
anderweitig eine antitumordse Wirkung entfalten. Unter dem Einfluss von IFN-y
und GM-CSF werden von ihnen lysosamale Enzyme und Sauerstoffradikale
freigesetzt, die Tumorzellen unspezifisch zerstoren konnen (KLIMP et al., 2002;

TIZARD, 2004).

24. Zytokine

Zytokine sind Glykoproteine, die vom Korper gebildet werden und deren
Hauptaufgabe die Regulation des Wachstums und die Ausdifferenzierung von
Zellen ist. Gleiche Zytokine konnen auf eine Vielzahl von Zellen wirksam sein
und unterschiedliche Zytokine konnen &dhnliche Effekte haben. Dariiber hinaus

konnen verschiedenartige Zytokine vom gleichen Zelltyp freigesetzt werden

(TIZARD, 2004).

Im Immunsystem wirken Zytokine sowohl als Wachstumsfaktoren, als auch als
Mediatoren und konnen hierbei stimulierend und inhibitorisch auf die Zellen des
Immunsystems einwirken. Als wichtige immunstimulierende Zytokine fiir das
zelluldre Immunsystem gelten IL-2, IL-12, IL-15, IFN-y und GM-CSF. Andere
Zytokine hingegen wie IL-4, IL-5, IL-10 und transforming growth factor p (TGF-
B) konnen zwar inhibitorisch auf zytotoxische T-Zellen wirken, aber auch

gleichzeitig das humorale Immunsystem aktivieren (RIBAS et al., 2000).

24.1. Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GM-CSF wird im Korper hauptsidchlich von T-Lymphozyten, Makrophagen,
Fibroblasten und Endothelzellen gebildet (HUBEL et al.,, 2002). Seine
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Hauptaufgabe liegt in der Stimulierung von Produktion, Proliferation und
Differenzierung myeloischer Vorlduferzellen von neutrophilen Granulozyten,
eosinophilen Granulozyten, Monozyten und dendritischen Zellen (BUCHSEL et
al., 2002).

Monozyten und dendritische Zellen werden von GM-CSF, aber nicht nur in
Reifung und Differenzierung gefordert, sondern werden auch von ihm veranlasst,
in Tumorgewebe einzuwandern, um dort die vom Tumor induzierte
Unterdriickung dendritischer Zellen aufzuheben (ARMSTRONG & HAWKINS,
2001). Somit ist GM-CSF essentiell fiir die Differenzierung und das Uberleben
der wichtigsten antigenprisentierenden Zellen (DUNHAM & BRUCE, 2004).
Dariiber hinaus verstirkt GM-CSF die Funktion antigenprisentierender Zellen
durch seine Fahigkeit, die Expression von MHC-Klasse-I-Komplexen, MHC-
Klasse-II-Komplexen und kostimulatorischer Molekiile hochzuregulieren
(ARMSTRONG & HAWKINS, 2001; TIZARD, 2004). Auch neutrophile
Granulozyten, eosinophile Granulozyten und Makrophagen unterliegen der
chemotaktischen Wirkung von GM-CSF und werden von ihm in ihrer
phagozytotischen und zytotoxischen Aktivitit gesteigert (TIZARD, 2004).
Desweiteren vermag GM-CSF die T-Zell-vermittelte Immunantwort zu steigern
(BUCHSEL et al., 2002) und unterstiitzt hierbei die IL-2 vermittelte T-
Zellproliferation (BAXEVANIS et al., 1995). Unter dem Einfluss von GM-CSF
werden auch andere Zytokine produziert, wie zum Beispiel IL-1, TNF und IL-6,
die ihrerseits wieder fiir Wachstum und Differenzierung von T- und B-Zellen
sorgen (ARMITAGE, 1998; ARMSTRONG & HAWKINS, 2001). Auch auf die
Blutversorgung von Tumor und Tumormetastasen scheint GM-CSF Einfluss zu
nehmen, indem es in den Tumor infiltrierende Makrophagen zur Sekretion einer
Metalloelastase anregt, welche nachfolgend als Angiostatin die Angionese hemmt

(DONG et al., 1997).

Der antitumor6dse Effekt von GM-CSF beruht somit vor allem auf der gesteigerten
Zytotoxizitdt der peripheren mononukledren Blutzellen und der verstidrkten
Immunogenitit der Tumorzellen durch verbesserte Antigenprisentation

(FISCHER et al., 1988).

Als Nebenwirkung bei der Verabreichung von GM-CSF als Therapeutikum
werden grippedhnliche Symptome und Rotungen und Schwellungen an der

Injektionsstelle beschrieben (BUCHSEL et al., 2002; RINI et al., 2003).
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Desweiteren wurden voriibergehende Eosinophilien und Leukozytosen beobachtet
(ARMITAGE, 1998). In hohen Dosen verabreicht wurden neben Hypoxien,
Hypotensionen, Thrombosen, Perikarditiden (STERN & JONES, 1992) und dem
Auftreten des Kapillar-Leck-Syndroms (EMMINGER et al.,, 1990; AL-
HOMAIDHI et al., 1998) ab einem bestimmten Level eine Wirkungsumkehr in
Form immunsuppressiver Effekte beschrieben (SERAFINI et al., 2004).

2.4.2. Weitere Zytokine
Neben GM-CSF wurden auch weitere Zytokine auf ihre immunstimulierende und
antitumorose Aktivitit untersucht. Auf Studien mit IL-2 und IFN-y wurde bereits

im Kapitel Immuntherapie von Fibrosarkomen hingewiesen.

2.5. Tumor escape Mechanismen

Das Immunsystem kann zwar prinzipiell Tumorantigene erkennen und eine
Immunantwort auslosen, doch sind Tumorzellen in der Lage, dieser zu entgehen
(ARMSTRONG & HAWKINS, 2001). Mechanismen, mit denen es Tumorzellen
gelingt, von T-Zellen weder erkannt noch zerstort zu werden, werden als tumor

escape Mechanismen bezeichnet.

So konnen Tumorzellen durch reduzierte oder vollig fehlende Exprimierung von
MHC-Klasse-I-Komplexen (COSTELLO et al., 1999) ihre Immunogenitit
herabsetzen und einer Erkennung durch das Immunsystem entgehen
(BLATTMAN & GREENBERG, 2004). Da ein volliges Fehlen von MHC-
Klasse-I-Komplexen eine Aktivierung von natiirlichen Killerzellen nach sich
ziehen miisste, sehen manche Forscher nur eine reduzierte Exprimierung als
wahren Schutz an und fiihren die vollkommene Abwesenheit von MHC-Klasse-I-
Komplexen auf eine ungeniigende Nachweisbarkeit zuriick (ELMSLIE & DOW,
1997). Eine reduzierte Exprimierung von MHC-Klasse-I-Komplexen findet man
vor allem in metastasierten Tumorzellen, da es durch das Immunsystem zu einer
Selektion negativer MHC-Klasse-I-Komplex-Klone kommt (COSTELLO et al.,
1999).

Ferner wird von manchen Tumorzellen eine fehlende Expression von
Kostimulations- oder Adhédsionsmolekiilen als Strategie angewandt, um eine
Aktivierung der T-Zellen und somit eine Antwort des Immunsystems zu

verhindern (COSTELLO et al., 1999).
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Ein anderer Schutz vor dem Immunsystem stellt der sogenannte fas counterattack
dar. Hierbei machen sich Tumorzellen die Anwesenheit von Fas-Molekiilen auf
T-Zellen zunutze und konnen diese durch Stimulation mit einem von den
Tumorzellen exprimierten Fas-Liganden zur Apoptose fithren (O'CONNELL et
al., 1999). Fas-Liganden werden hidufig von Lymphom-, Melanom-, Hepatom-
und Kolonkarzinomzellen exprimiert. Tumorzellen hingegen sind hiufig resistent

gegen einen Fas-abhingigen Apoptoseweg (COSTELLO et al., 1999).

Indolamin-2,3-Dioxygenase, ein Enzym, das urspriinglich fiir seine Rolle bei der
maternalen Toleranz gegeniiber Fetusantigenen und als Regulator der
Autoimmunitdt bekannt war, wird von vielen Tumoren produziert und inhibiert

die T-Zell Aktivierung (MULLER & PRENDERGAST, 2007).

Auch die Tarnung der Tumorantigene durch Polysaccharide (FOSS, 2002) und die
anatomische Isolierung durch Kapselbildung sind weitere Mechanismen der
Tumorzellen, einer Immunantwort zu entgehen (BLATTMAN & GREENBERG,
2004). Dariiber hinaus gelten die Beeinflussung von regulatorischen T-Zellen und
die Produktion von inhibitorischen Zytokinen, wie TGF-f oder IL-10,
Stickstoffmonoxid- und Sauerstoffradikalen als zusitzliche Mechanismen, eine
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen zu verhindern (FOSS, 2002; ZOU, 2006;
TEICHER, 2007).

3. Gentherapie zur Inmunstimulation

Im Jahr 1891 injizierte der US-amerikanische Arzt Dr. William Coley einem
seiner Krebspatienten mehrmalig Bakterien der Art Streptococcus pyogenes direkt
in einen Tumor und erreichte damit eine komplette Tumorremission. Coley fiihrte
darauthin weitere klinische Versuche durch, unter anderem auch mit einer
Mischung abgetoteter Bakterien, dem sogenannten Coley-Toxin, und fand die
Wirksamkeit seiner Antitumortherapie bestitigt. Heute gilt Coley als Vater der
Krebsimmuntherapie und die Entwicklung moderner Verfahren wie Gentherapie
lassen eine gezieltere Bekdmpfung von Tumorzellen durch das Immunsystem zu

(LEVINE, 2008).

In der Veterindronkologie sind erst wenige Studien zur immunologischen
Gentherapie publiziert. Auf die Studien von QUINTIN-COLONNA und
Mitarbeitern, JOURDIER und Mitarbeitern, SIDDIQUI und Mitarbeitern und auf
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die einer Kooperationsgruppe des Instituts fiir experimentelle Onkologie und
Therapieforschung und der Medizinischen Kleintierklinik, die sich mit der
Behandlung des felinen Fibrosarkoms befassen, wurde bereits im Kapitel

Immuntherapie hingewiesen.

Mit der Behandlung des oralen Melanoms mittels immunologischer Gentherapie
befasst sich eine Studie von DOW und Mitarbeitern aus dem Jahr 1998. Darin
wurde die Wirksamkeit mehrmaliger intratumoraler Injektionen von Plasmiden,
die spezieseigenes GM-CSF oder IL-2 codieren, untersucht. 46 % der Hunde
erreichten eine komplette oder partielle Remission und die mediane
Uberlebenszeit konnte von 15 auf 66 Wochen im Vergleich zur ,historischen®

Kontrollgruppe verlidngert werden (DOW et al., 1998).

4. Vektoren fiir den Gentransfer

Um Gene in eine Zielzelle zu schleusen bedarf es der Genfdhren oder auch
Genvektoren genannt. Als grobe Unterteilung werden virale von nonviralen

Genvektoren unterschieden.

Als virale Vektoren kommen sowohl DNA- als auch Ribonukleinsdure (RNA)-
Viren zum Einsatz. Bei erstgenannten werden vor allem Adenoviren,
adenoassoziierte  Viren, Pockenviren und Herpes simplex-Viren, bei
zweitgenannten vor allem Retroviren verwendet. Die Auswahl des Virus hingt
hierbei von der Charakteristik der Zielzelle ab (EL-ANEED, 2004). Durch
Geneinbau und Deletion von Gensequenzen werden die Vektorviren
replikationsdefekt und verlieren so ihre Pathogenitit (ARGYLE, 1999; VERMA
& WEITZMAN, 2005). Der grofle Vorteil viraler Vektoren gegeniiber nonviralen
liegt in ihrer hohen Effizienz, die es ihnen erlaubt, in ein breites Spektrum
verschiedener Zellen einzudringen und dort die Gene direkt im Zellkern in das
Genom einzubringen (GOVERDHANA et al., 2005). Die Gefahr des Auftretens
replikationskompetenter Viren aufgrund von Mutationen und Rekombinationen

gilt als grofiter Nachteil viraler Vektoren (ARGYLE, 1999).

Bei nonviralen Vektoren handelt es sich meist um Plasmide (bakterielle DNA-
Molekiile), in die die gewiinschte Gensequenz kloniert wird. Als Vorteile
gegeniiber viralen Vektoren erweisen sich die niedrige Immunogenitit im Wirt

und die damit verbundene geringe Toxizitit, die einfache und ungeféhrliche
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Herstellung, die keinen strengen gesetzlichen Auflagen unterliegt, die
praktikablere klinische Anwendung und die Tatsache, dass sie mehrmals
appliziert werden konnen, ohne dass neutralisierende Antikorper die Wirkung
aufheben (NIIDOME & HUANG, 2002; GARDLIK et al., 2005). Als groB3er
Nachteil gilt ihre geringe Effizienz aufgrund der mangelnden Fahigkeit, in
Zielzellen eindringen zu koénnen (NIIDOME & HUANG, 2002). Um eine
gezieltere Aufnahme der Fremd-DNA in die Zielzelle zu erreichen, wurde eine

Reihe von Methoden entwickelt, die im Folgenden kurz angesprochen werden:

Electroporation ist ein Verfahren, welches mit Hilfe eines elektrischen Feldes
Zellmembranen fiir Plasmide durchgiingiger macht und so den Gentransfer
erleichtert (SOMIARI et al., 2000). Auch Ultraschall (HUBER & PFISTERER,
2000) und ein mit Goldpartikeln mediierter Gentransfer, welcher als gene gun
bezeichnet wird (SUN et al., 1995), kommen zur Effizienzsteigerung zum Einsatz.
Ein weiteres Verfahren ist die Kopplung der DNA an chemische Tragermolekiile
wie kationische Polymere oder Lipide (NIIDOME & HUANG, 2002), die durch
ihre positive Ladung eine Interaktion mit der negativ geladenen Zellwand
erleichtern und so eine endozytotische Aufnahme unterstiitzen (EL-ANEED,

2004).

S. Magnetofektion

Magnetofektion, ein Verfahren, das auf dem Prinzip des magnetic drug targeting
beruht, macht sich die Anwendung superparamagnetischer Nanopartikel zunutze
(PLANK et al., 2003). Hierbei werden magnetische Eisenoxidnanopartikel durch
Beschichtung mit dem kationischen Polymer Polyethylenimin (PEI) stabilisiert
und anschlieBend im Verhiltnis 1:1 mit Plasmid-DNA gemischt und mit
physiologischer Kochsalzlosung in  Losung gebracht.  Elektrostatische
Interaktionen fiihren zu einer Assoziation der Plasmid-DNA an die magnetischen
Nanopartikel und die Kochsalzlosung induziert eine Kolloidaggregation. Der so
entstandene Komplex wird als Magnetofektin bezeichnet (SCHERER et al.,
2002).

Durch Ausrichtung eines Permanentmagneten (Neodymium-Eisen-Bor-Magnet)
iiber den Zielzellen wird ein magnetisches Feld induziert, welches die
Magnetofektine in die Zielzellen akkumuliert (PLANK et al., 2003). Durch das

gezielte Dirigieren der Genvektoren an den gewiinschten Ort wird der Gentransfer
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potenziert, was eine geringere benotigte Menge an Vektoren und somit eine damit
verbundene reduzierte Toxizitdt nach sich zieht (SCHERER et al., 2002).
Abbildung 4 und 5 veranschaulichen das Prinzip der Magnetofektion.

Abbildung 4: Eisenhaltige Plasmid-DNA-Losung

Abbildung 5: Konzentration der Plasmid-DNA-Losung unter dem
aufgelegten Neodymium-Eisen-Bor-Magneten

In einer In-vitro-Studie aus dem Jahr 2002, bei der ein magnetisches Feld iiber
Zellkulturplatten erzeugt wurde, beobachteten SCHERER und Mitarbeiter eine
schnelle Sedimentation der paramagnetischen Vektoren auf und in die Zellen und
eine um mehrere hundertmal verstirkte Transfektionsrate. Ein maximales
Transfektionslevel wurde hierbei in weniger als zehn Minuten erreicht.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dass paramagnetische Nanopartikel alleine
bereits die Transfektion steigern, die durch den Einfluss des Magnetfelds aber
noch weiter verstirkt wird. Somit konnten hohe Transfektionsraten mit nur
minimalen DNA-Dosen erreicht werden (SCHERER et al., 2002). HUTH und
Mitarbeiter untersuchten den Aufnahmeprozess mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Untersuchungen und beobachteten, dass es aufgrund
der Magnetofektion nur zu einer gesteigerten Sedimentation auf der

Zelloberflache, nicht aber zu einer Beeintrichtigung der Endozytose kommt
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(HUTH et al., 2004). In zwei weiteren In-vitro-Studien an Endothelzellen der
humanen Umbilikalvene und an Flimmerepithelzellen porcinen und humanen
Ursprungs konnte eine Steigerung der Transfektionsrate um das 360-
beziehungsweise 2500-fache im Vergleich zu herkommlichen
Transfektionssystemen beobachtet werden (KROTZ et al., 2003; GERSTING et
al., 2004). Eine optimale Transfektionseffizienz wurde von WEI und Mitarbeitern
beschrieben, wenn DNA und Nanopartikel im Verhiltnis 1:1 gemischt wurden.
Zudem beobachteten sie eine Transfektionsrate von 51 % im Vergleich zu 10 %

ohne magnetisches Feld (WEI et al., 2004).

Auch In-vivo-Studien stiitzen die Effektivitit der Magnetofektion. So
verabreichten SCHERER und Mitarbeiter nonvirale Vektoren in den Magen von
Maiusen, in das lleumlumen von Ratten und in die Ohrvenen von Schweinen. Im
Bereich des Magnetfelds war die Genexpression am gréften, im Kontrollgewebe
hingegen fand sich keine Expression (SCHERER et al., 2002). Auch bei Ratten,
denen Magnetofektine in den Femoralkatheter infundiert wurden und bei denen
anschliefend ein Magnetfeld iiber dem Musculus cremaster erzeugt wurde, fand
sich post mortem eine hohe Transfektionsrate im Zielzellenbereich (KROTZ et al.,

2003).
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Studiengrundlagen

1.1. Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelte es sich um eine prospektive klinische Phase-
[I-Medikamentenstudie zur Untersuchung der Wirksamkeit einer neoadjuvanten
immunologischen Gentherapie bei Katzen mit Fibrosarkom. Hierbei wurde iiber
den Zeitraum von einem Jahr eine Therapiegruppe auf die Entstehung von
postoperativen lokalen Tumorrezidiven untersucht. Neben der Therapiegruppe
wurde auch eine Kontrollgruppe untersucht, die sich sowohl aus aktuellen als
auch aus ,historischen* Studientieren zusammensetzte. Als Hypothese lag der

Studie folgende Annahme zu Grunde:

,Die immunologische Gentherapie senkt die Rezidivrate bis zum Tag 360 post

operationem.*

Neben der Effektivitit wurde auch die Toxizitit des Medikaments weiter
untersucht, nachdem es sich in der vorausgegangenen Phase-I-Studie in der
hochsten Dosierung als gut vertriglich erwiesen hatte (HUTTINGER et al., 2008).
Um einen Einfluss von Erwartungen oder Verhaltensweisen seitens des Besitzers
und der Tierdrzte zu vermeiden, wurden diese ,geblindet“ und erst nach
Abschluss der Studie iiber die Gruppenzugehorigkeit der Tiere informiert. Es lief3
sich aus technischen Griinden nicht vermeiden, dass einzelne Tieridrztinnen und
Tierdrzte nicht ,geblindet”“ waren. Die wichtigen diagnostischen und
therapeutischen Entscheidungen wurden aber von den ,,geblindeten‘ Tierdrztinnen
und Tierdrzten getroffen. Damit war eine doppelte Blindung der Studie

gewdhrleistet.

1.2. Patientenrekrutierung

Beim Patientengut handelte es sich ausschlieBlich um Katzen, die als Haustiere im
Privatbesitz gehalten wurden. Die Patientenrekrutierung erfolgte entweder iiber
iiberweisende praktische Tierdrzte, iiber den Internetauftritt der Studie oder iiber

die hauseigene Onkologiesprechstunde:
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Da Studien zur immunstimulatorischen Behandlung des felinen Fibrosarkoms
bereits seit 1999 an der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen
durchgefiihrt wurden, genossen sie bei praktischen Tierdrzten, besonders im
Groflraum Miinchen, einen hohen Bekanntheitsgrad. Um ein kontinuierliches
Patientenaufkommen zu gewihrleisten, wurden diese in regelméfigen Abstinden
iiber E-Mail mit aktuellen Informationen zu den immunstimulatorischen Studien
der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen versorgt und gebeten

geeignete Patienten zu iiberweisen (siehe Anhang 1).

Dariiber hinaus wurde die Studien im Internet unter www.fibrosarkom.de

vorgestellt und eine Kontaktaufnahme iiber Telefon oder E-Mail angeboten.

Eine dritte Quelle fiir die Rekrutierung von Patienten stellte die hauseigene

Onkologiesprechstunde der Medizinischen Kleintierklinik Miinchen dar.

Da der erste Kontakt meist telefonisch erfolgte, wurden die Patientenbesitzer
bereits auf diesem Weg iiber den Ablauf und die Ziele der Studie informiert.
AuBerdem wurden erste anamnestische Erhebungen gemacht, um schon vorab

eventuelle Ausschlusskriterien abzukliren.

Im Rahmen der ersten klinischen Vorstellung erfolgte ein ausfiihrliches
personliches Gesprich, in dem allgemeine Fragen zum felinen Fibrosarkom und
der Ablauf und die Ziele der Studie genau erortert wurden. Zusitzlich wurden die
Patientenbesitzer iiber mogliche Nebenwirkungen der Behandlung und das
Narkoserisiko im Zusammenhang mit der Operation aufgeklért. Auch die Kosten,
die im Rahmen der Studie anfielen und die komplett vom Forschungsprojekt
getragen wurden, wenn ein zuverldssiges Wiedervorstellen der Patienten zu fest
definierten Kontrollterminen gewéhrleistet war, wurden hierbei angesprochen. Im
Anschluss daran erhielten die Patientenbesitzer ein Informationsblatt, in dem alle
wichtigen Informationen zum felinen Fibrosarkom und zur Studie
zusammengestellt waren (siehe Anhang 2). Nach dem schriftlichen Einverstindnis
zur Studienteilnahme (siehe Anhang 3) erfolgte schlieBlich die Erstuntersuchung,

die iiber die endgiiltige Aufnahme des Patienten in die Studie entschied.

1.3. Einschlusskriterien
Zur Teilnahme an der Studie waren Katzen zugelassen, die sowohl an einem
Priméartumor, als auch an einem Rezidiv des felinen Fibrosarkoms litten. Hierbei

musste der Tumor am Rumpf lokalisiert und in einer operativen Sitzung
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exstirpierbar  sein. Ferner musste der Patient, abgesehen von der
Tumorerkrankung, eine geschitzte Lebenserwartung von mehr als einem Jahr
haben. Alter, Rasse und Geschlecht hingegen stellten keine fiir die Aufnahme in

die Studie relevanten Kriterien dar.

14. Auschlusskriterien

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, deren Operation eine
Amputation einer GliedmaBe notig machte. Auch Tiere, die bereits mit einer
Chemo-, Strahlen- oder Gentherapie behandelt worden waren oder in den letzten
sechs Wochen vor Erstvorstellung Immunsuppressiva erhalten hatten, wurden von
der Studienteilnahme ausgeschlossen. Desweiteren durften die Patienten
vorberichtlich an keiner anderen Tumorerkrankung gelitten haben. Auch das
Vorliegen von Metastasen bei Erstvorstellung fithrte zum Studienausschluss.
Zusitzlich konnten trichtige Tiere und Tiere, die positiv auf das Feline
Leukdmievirus (FeLV) oder das Feline Immundefizienz-Virus (FIV) getestet
wurden, nicht an der Studie teilnehmen. Da der Ablauf mehrere
Kontrolluntersuchungen notig machte, wurden auch Katzen mit hochgradiger

Aggressivitit, deren Untersuchung eine Sedation erforderte, nicht in die Studie

aufgenommen.
2. Studienablauf
2.1. Aufnahmeuntersuchung

Die Anamnese beinhaltete neben der Befragung nach der aktuellen

Krankengeschichte auch die Erhebung der Impfhistorie.

Bei der nun folgenden klinischen Allgemeinuntersuchung wurden folgende
Untersuchungsparameter beurteilt oder gemessen: Allgemeinbefinden, Verhalten,
Korpertemperatur, Gewicht, Erndhrungszustand, Pflegezustand,
Schleimhautfarbe, kapillare Fiillungszeit, Hautturgor, Herzfrequenz,
Herzauskultation, Atemfrequenz, Lungenauskultation, Abdomenpalpation,
Palpation der mandibuliren und  poplitealen = Lymphknoten = und

Schilddriisenpalpation.

Dann wurde der Tumor mit Hilfe einer Schieblehre in drei Dimensionen (D1, D2,
D3) vermessen und seine Lokalisation, Anzahl und palpatorische Beschaffenheit

beurteilt. Palpatorische Beurteilungskriterien hierbei waren Konsistenz,
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Oberfldchenbeschaffenheit und die Abgrenzbarkeit und Verschieblichkeit
gegeniiber dem umliegenden Gewebe. Die Vermessung in drei Dimensionen
diente der Einteilung in das Tumorstaging nach HIRSCHBERGER und
KESSLER (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001) und in die Klassen grofer

Tumor und kleiner Tumor. Zusitzlich wurden grofe und kleine Tumoren in

Primédrtumoren und Tumorrezidive eingeteilt.

Einen Uberblick iiber das

Tumorstaging und die Einteilung in die Tumorklassen geben Tabelle 1 und 2.

Tabelle 1: Tumorstaging nach HIRSCHBERGER und KESSLER

Stadium| Tumorgrofle Anzahl der Metastasen der | Fernmetastasen
(D1+D2+D3)/3)| Tumoren regiondren
Lymphknoten
I <2 cm 1 NO MO
I 2-3cm 1 NO MO
I >3 cm oder >1 NO MO
v jede Grofle jede Anzahl N1 oder M1

NO: keine Metastasen der Lymphknoten; N1: Metastasen der Lymphknoten
vorhanden; MO: keine Fernmetastasen; M1: Fernmetastasen vorhanden;

Tabelle 2: Einteilung der Tumoren in Klassen

Primértumor Tumorrezidiv

1 Tumorabmessung kleiner Primértumor kleines Tumorrezidiv

<2 cm
1 Tumorabmessung grofer Primértumor groBBes Tumorrezidiv
>2 cm
AbschlieBend  zur  speziellen = Tumoruntersuchung  wurden  mehrere
Feinnadelaspirationszytologieproben aus dem Tumor entnommen und

mikroskopisch beurteilt. Die Fixation und Fidrbung der Priparate erfolgte hierbei
nach der modifizierten Wright-Farbung im Hematec® (Bayer Animal Health

Care; Leverkusen; Deutschland).

Bei der nun folgenden bildgebenden Diagnostik wurde erst der Thorax anhand
von Rontgenaufnahmen in drei Ebenen (links 1/1, rechts 1/1, v/d), dann das
Abdomen mittels Sonographie untersucht. Bei der Beurteilung wurde neben dem
Vorhandensein von Metastasen besonders auf das Bestehen moglicher anderer

Grunderkrankungen geachtet.
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Als letzter Punkt der Aufnahmeuntersuchung wurden Blutuntersuchungen
durchgefiihrt, deren Proben mit Hilfe einer Kaniile (BD Microlance™; Becton
Dickinson; Madrid; Spanien) entweder aus der Vena cephalica antebrachii oder
aus der Vena saphena gewonnen wurden. Als Probenrohrchen dienten zum einen
zwei  2-ml-Kalium-Ethylendiamintetraacetat ~ (2-ml-Ka-EDTA)  Rohrchen
(Sarstedt; Niimbrecht; Deutschland), zum anderen ein 5-ml-Serumrdohrchen
(Sarstedt; Niimbrecht; Deutschland). Im Labor der Medizinischen Kleintierklinik
wurden aus dem Vollblut mit Hilfe eines vollautomatischen Hamatologiegerits
(Cell-Dyn® 3500 R; Abbott Laboratories; Chicago, Illinois; USA) folgende
Parameter bestimmt: Erythrozytenzahl, Himatokrit, Himoglobingehalt, mittleres
Korpuskuldres H@moglobin (MCH), mittleres Erythrozyteneinzelvolumen
(MCV), mittlere korpuskulére Héamoglobinkonzentration (MCHC),
Thrombozyten- und Gesamtleukozytenzahl. Das Differentialblutbild mit Anzahl
der neutrophilen (stab- und segmentkernige), eosinophilen sowie basophilen
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten wurde an einem Blutausstrich

mikroskopisch ermittelt.

Ebenfalls im Labor der Medizinischen Kleintierklinik wurden aus dem Serum mit
Hilfe eines automatischen Blutchemieanalysators (Automatic Analyzer Hitachi®
911; Roche Diagnostics; Indianapolis, Indiana; USA) nachstehende Blutparameter
ermittelt: Aspartat-Amino-Transferase (AST), Alkalische Phosphatase (AP),
Harnstoff, Kreatinin, Totalprotein, Albumin, Natrium, Kalium, Calcium,
Phosphat, Chlor, Gesamtbilirubin, Glucose und Thyroxin (T4). Ferner wurden aus
dem Serum ein FIV-Antikorpertest und ein FeLV-Antigentest durchgefiihrt.
Vollblut, das nach Bestimmung der oben aufgefiihrten Werte iibrig blieb, wurde
zentrifugiert (5 min bei 4000 U/min) und das so gewonnene Plasma in ein 2-ml-
Eppendorf-Gefi3 (Sarstedt; Niimbrecht; Deutschland) abpipetiert und bei - 70°C
fir weitere Untersuchungen asserviert. Ebenso wurde mit dem verbliebenen

Serum verfahren.

Alle Daten, die in der Aufnahmeuntersuchung erhoben wurden, wurden sorgfiltig
auf einem vorgefertigten Formblatt (siehe Anhang 4) notiert und zusammen mit
den Laborbefunden, Kopien vom Impfpass und moglichen histopathologischen

Befunden der Krankenvorgeschichte aufbewahrt.

Anschlieend erfolgte die Beurteilung der Befunde der Aufnahmeuntersuchung

anhand der Ein- und Ausschlusskriterien. Waren alle Kriterien erfiillt, wurde die
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Katze in die Studie aufgenommen und es folgte eine Verteilung in die Therapie-

oder in die Kontrollgruppe.

2.2. Zeitplan

Die Behandlung mit der immunologischen Gentherapie erfolgte ambulant
zweimalig prae operationem, wobei die erste Applikation zwei Wochen, die
zweite Applikation eine Woche vor der Tumorexstirpation erfolgte. Der

Operationstag wurde als d1 bezeichnet.

Bei Tieren der Therapiegruppe schloss sich die erste Behandlung direkt an die
Erstuntersuchung an und erfolgte somit noch am selben Tag zwei Wochen vor der
Operation, also am d-14. Folgerichtig wurde der Tag der zweiten
Medikamentenapplikation als d-7 definiert. An dO erfolgte die stationdre

Aufnahme der Studientiere fiir die am folgenden Tag stattfindende Operation.

Da die Tiere der Kontrollgruppe weder ein anderes Medikament noch ein Placebo
erhielten, wurde bei ihnen aus ethischen Griinden auf eine Vorlaufzeit von zwei
Wochen, in der der Tumor hitte weiter wachsen konnen, verzichtet und somit der
Tag der Aufnahmeuntersuchung als dO definiert. Eine Operation erfolgte bei

diesen Tieren am darauffolgenden Tag.

Im Regelfall einer komplikationslosen Operation und postoperativen Phase
wurden die Patienten der Therapiegruppe und der Kontrollgruppe an d2 nach
Hause entlassen. Ambulante Kontrolluntersuchungen fanden fiir beide Gruppen
an d14, d45, d90, d180 und d270 statt. An d360 wurde die Abschlussuntersuchung
durchgefiihrt. Wurden im Laufe des Beobachtungsjahres ein Tumorrezidiv oder
Tumormetastasen festgestellt, war fiir die betroffenen Katzen die Studie vorzeitig
beendet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber den Zeitplan fiir die Therapie- und
Kontrollgruppe.
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Tabelle 3: Zeitplan fiir Therapie- und Kontrollgruppe

Tag Therapiegruppe Kontrollgruppe
d-14 Aufnahmeuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutchemie, Rontgen,
Ultraschall), 1. intratumorale
Injektion, Magnetofektion
d-7 Klinische Untersuchung (inkl.
Blutbild, Blutchemie),
2. intratumorale Injektion,
Magnetofektion
do Préaoperative Untersuchung (inkl. | Aufnahmeuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutchemie) Blutbild, Blutchemie, Rontgen,
Ultraschall)
dl Operation Operation
d2 Postoperative Untersuchung (inkl. | Postoperative Untersuchung
Blutbild) (inkl. Blutbild)
d14 Klinische Untersuchung (inkl. Klinische Untersuchung (inkl.
Blutbild, Blutchemie), Blutbild, Blutchemie),
Féadenziehen Féadenziehen
d45, doo, Klinische Untersuchung (inkl. Klinische Untersuchung (inkl.
d180, Blutbild, Blutchemie) Blutbild, Blutchemie)
d270
d360 Abschlussuntersuchung (inkl. Abschlussuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutchemie, Rontgen, | Blutbild, Blutchemie, Rontgen,
Ultraschall) Ultraschall)
d: Tag;

2.3.

Herstellung der Injektionslosung

In einer vorausgegangenen Studie sind Gene, die fiir feGM-CSF kodieren, aus

peripheren  mononukledren  Blutzellen isoliert und mit Hilfe des
Zytomegalieviruspromoters in ein Expressionsplasmid kloniert worden, welches
als Ursprungsplasmid fiir die Plasmidproduktion fungierte (SCHWARZ et al.,

2007).

Die Herstellung der Plasmide erfolgte durch die Plasmid Factory GmbH & Co.
KG (Bielefeld; Deutschland) in einer wissrigen Losung mit einer Konzentration
von 5,0 mg Plasmiden auf 1 ml Wasser. Die Chemicell GmbH (Berlin;
Deutschland) stellte die fiir die Studie bendtigten magnetischen Eisenoxid-
Nanopartikel her, welche mit dem Polykation Polyethylenimin (PEI) behiillt in
einer wissrigen Losung in der Konzentration von 60 mg Nanomaterial auf 1 ml

Wasser produziert wurden.
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Zur finalen Herstellung der Injektionslosung unmittelbar vor der Injektion wurden
Plasmid- und Nanopartikellosung im Verhiltnis 1:1 gemischt, wobei eine
Bindung aufgrund elektrostatischer Anziehungskrifte zwischen der negativ
geladenen Plasmid-DNA und der positiv geladenen PEI-Hiille erfolgte
(SCHERER et al., 2002).

2.4. Intratumorale Injektion und Magnetofektion

An d-14 und d-7 erfolgte die intratumorale Injektion von je 500 ul der
Injektionslosung, was der von HUTTINGER und Mitarbeitern ermittelten MTD
von 1250 pg GM-CSF je Anwendung entsprach (HUTTINGER et al., 2008).
AnschlieBend an jede Injektion wurde ein Neodymium-Eisen-Bor-Magnet (Neo
Delta Magnet NE2010; IBS Magnet; Berlin; Deutschland) fiir den Zeitraum von
einer Stunde mit einem Klebeband direkt auf dem Tumor befestigt, um damit das
fiir die Magnetofektion benotigte Magnetfeld zu erzeugen. Bis zur Entfernung des
Magneten nach einer Stunde standen die Katzen unter stindiger Beobachtung um
mogliche Nebenwirkungen zu dokumentieren und ihnen gegebenenfalls
entgegenzuwirken. Abbildung 6 und 7 zeigen die Fixation des Neodymium-Eisen-

Bor-Magneten auf einem Klebeband beziehungsweise auf einer Therapiekatze.
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Abbildung 6: Neodymium-Eisen-Bor-Magnet auf Klebeband (Aus dem Foto-
Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen)

Abbildung 7: Neodymium-Eisen-Bor-Magnet auf dem Tumor einer
Therapiekatze (Aus dem Foto-Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der
LMU Miinchen)

Auch an d-7 fand vor der Injektion eine komplette klinische Untersuchung mit
Tumorvermessung und Erstellung eines Blutbildes und eines Serumprofils statt,
um mogliche Verdnderungen, welche nach der ersten Applikation hitten auftreten
konnen, zu kontrollieren und um so die Sicherheit fiir die zweite intratumorale
Injektion zu erhohen. Auch diese Untersuchung wurde anhand eines Formblatts
dokumentiert und zusammen mit den Ergebnissen der Blutuntersuchung

aufbewahrt (sieche Anhang 5).
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2.5. Operation und postoperative Phase

An dO wurden die Katzen der Therapiegruppe fiir die am ndchsten Tag
stattfindende Operation stationir aufgenommen und klinisch untersucht. Auch an
diesem Tag wurde eine genaue Vermessung des Tumors durchgefiihrt und ein

Blutbild und ein Serumprofil angefertigt.

Da fiir die Kontrolltiere die Operation am Tag nach der Aufnahmeuntersuchung

stattfand, wurden sie direkt im Anschluss an diese stationidr aufgenommen.

Fir den stationdren Aufenthalt wurden alle Katzen mit einem
Venenverweilkatheter (Vasofix®; B. Braun Melsungen AG; Melsungen;
Deutschland) entweder in die Vena cephalica antebrachii oder in die Vena

saphena versehen.

Die Operation an dl fand in der Chirurgischen und Gynikologischen
Kleintierklinik der LMU Miinchen statt, wobei alle Katzen vom selben Chirurgen-
und Aniésthesistenteam betreut wurden. Sowohl das Chirurgen- als auch das
Anisthesistenteam waren in Bezug auf die Gruppenzugehorigkeit der Katzen

,»geblindet*.

Alle Katzen erhielten dasselbe Anisthesieprotokoll, wobei zur Pramedikation 0,2
mg/kg KG Midazolam (Dormicum®; Roche; Grenzach-Wyhlen; Deutschland)
und zur Narkoseinleitung 4,0 mg/kg KG Propofol (Rapinovet®; Essex Pharma;
Miinchen; Deutschland) intravends verabreicht wurden. Die Erhaltung der
Anisthesie erfolgte inhalatorisch mit einem Luftgemisch aus Isofluran (Isoba®;

Essex Pharma; Miinchen; Deutschland) und Sauerstoff.

Bei der Operation wurde der Tumor mit einem Sicherheitsabstand von drei
Zentimetern zur Seite und einer gesunden Gewebeschicht zur Tiefe hin en-bloc
reseziert und die Wunde in drei Schichten verschlossen. Der exstirpierte Tumor
wurde anschlieBend fiir die histopathologische Untersuchung an seinem cranialen
Ende mit einem Faden markiert und in Formalin eingelegt. Abbildung 8 und 9

zeigen eine Katze vor beziehungsweise nach der Operation.
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Abbildung 8: Katze mit Fibrosarkom cranial der Schulterblitter vor der
Operation (Aus dem Foto-Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der
LMU Miinchen)

-

Abbildung 9: Katze nach Tumorexstirpation (Aus dem Foto-Archiv der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen)

Zur Analgesie erhielten die Katzen einmalig vor der Operation und dann
dreimalig alle 8 Stunden Buprenorphin (Temgesic®: Essex Pharma; Miinchen;
Deutschland) intravends in der Dosierung von 0,01 mg/kg KG. Peri- und
postoperativ. wurde den Katzen insgesamt 250 ml Ringer-Lactat-Losung (B.
Braun Melsungen AG; Meldungen; Deutschland) in einer Dosierung von 3,5
ml/kg KG/h als Dauertropfinfusion intravends verabreicht. Die antibiotische
Behandlung beinhaltete zweimal tdglich eine intravenose Injektion von 12,5

mg/kg KG Amoxicillin-Clavulansdure (Augmentan®; GlaxoSmithKline;
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Miinchen; Deutschland) ab d1.

Die Heimgabe erfolgte in der Regel an d2, wenn nach der klinischen
Untersuchung und nach Anfertigung eines Blutbilds keine ernsthaften
Abnormalititen erkennbar waren. Zu Hause erhielten die Patienten weiterhin
Amoxicillin-Clavulansdure, das oral (Synulox ®; Pfizer; Karlsruhe; Deutschland)
in derselben Dosierung wie als Injektionslosung bis zum Tag 6 vom Besitzer
verabreicht wurde. Analgetisch erhielten die Katzen nach Heimgabe einmal
taglich Meloxicam (Metacam ®; Boehringer Ingelheim; Ingelheim; Deutschland)
oral, wobei mit einer Dosierung von 0,2 mg/kg KG am ersten Tag nach Heimgabe
begonnen wurde, welche dann fiir die drei Folgetage auf 0,1 mg/kg KG reduziert

wurde.

2.6. Zytologische und histopathologische Untersuchung

Nach erfolgter Tumorexstirpation wurden aus der Tumormitte Abkratzpriparate
angefertigt und nach einer modifizierten Wright-Fiarbung zytologisch beurteilt.
Zur histopathologischen Untersuchung wurde der in Formalin eingelegte Tumor
an das Institut fiir Tierpathologie der LMU Miinchen gesandt. Katzen, deren
Tumor nach der histopathologischen Untersuchung nicht als Fibrosarkom
eingestuft wurde, wurden im Nachhinein aus der Studie ausgeschlossen.
Dariiberhinaus wurden die diagnostizierten Fibrosarkome anhand der
Untersuchungskriterien von COUTO und Mitarbeitern histologisch in Grade
eingeteilt (COUTO et al.,, 2002). Kriterien hierbei waren die zellulire
Morphologie, die Anwesenheit von Nekrose und ihre AusmaBe und die

Mitoserate.

2.7. Kontrolluntersuchungen

Die nachfolgenden Kontrolluntersuchungen fanden an fest definierten Tagen statt
(d14, d45, d90, d180, d270) und wurden ambulant durchgefiihrt. An d14 erfolgte
die Entfernung der Operationsfiden. Jede Kontrolluntersuchung beinhaltete eine
Anamnese, eine klinische Untersuchung und das Anfertigen eines Blutbildes und
eines Serumprofils. Dariiberhinaus wurden die Katzen palpatorisch auf mogliche
Tumorrezidive untersucht. Im Falle eines Rezidivverdachts, wurden
Feinnadelaspirationszytologieproben entnommen und daraufhin zytologisch
beurteilt. Im Fall eines Rezidivs war fiir die betroffene Katze die Studie beendet.

Dariiberhinaus wurden die Besitzer dazu angehalten, einen moglichen
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Rezidivverdacht oder mogliche Nebenwirkungen sofort zu melden, so dass auch
Untersuchungen zwischen den fest definierten Kontrolluntersuchungsterminen

vereinbart werden konnten.

2.8. Abschlussuntersuchung

An d360, also ein Jahr nach der Operation, fand die Abschlussuntersuchung statt.
Wie bei den Kontrolluntersuchungen zwischen dl14 und d270 wurden der
klinische Zustand, das Auftreten moglicher Rezidive und das Blut untersucht.
Ferner wurden wie bei der Aufnahmeuntersuchung Rontgenaufnahmen des
Thorax und Ultraschallaufnahmen des Abdomens angefertigt, um das

Vorhandensein von Metastasen beurteilen zu konnen.

Die Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen und der Abschlussuntersuchung
wurden wie bei den vorangegangenen Untersuchungen in speziellen Formblittern
dokumentiert und zusammen mit den Laborbefunden archiviert (siche Anhang 6

und 7).
3. Studienauswertung

3.1. Auswahl der Kontrollgruppe

Um die Aussagekraft der Studie im Hinblick auf die Wirksamkeit und das
Auftreten von Nebenwirkungen zu erhohen, wurde die Kontrollgruppe mit Hilfe
einer Blockrandomisierung nach dem Parameter Tumorklasse ausgewéhlt. Hierfiir
wurden aus dem Pool der ,historischen“ und aktuellen Kontrolltiere die
chronologisch letzten Katzen sortiert, welche genau der Eigenschaft der
Therapiegruppe beziiglich Tumorklasse entsprachen. So wurde erreicht, dass in
der Kontrollgruppe ebensoviele Katzen wie in der Therapiegruppe mit einem
kleinen beziehungsweise groBen Primidrtumor und mit einem kleinen

beziehungsweise groBen Tumorrezidiv vertreten waren.

3.2. Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe
Zusitzlich wurde die Ahnlichkeit der Gruppen in Bezug auf das Alter, das
Gewicht, das Geschlecht, die Tumorlokalisation und die Verteilung in das

Tumorstaging statistisch gepriift.

Alter und Gewicht wurden zunidchst bei der Gesamtheit der Tiere auf

Normalverteilung anhand des Kolmogorow-Smirnow-Tests  untersucht.
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AnschlieBend wurde der t-Test bei unabhidngigen Stichproben zum Vergleich der

Mittelwerte angewendet.

Die Ahnlichkeit der beiden Gruppen beziiglich Geschlecht, Tumorlokalisation
und der Verteilung in das Tumorstaging hingegen wurde anhand des Chi-Quadrat-

Tests iiberpriift.

Fiir alle Tests wurde ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant definiert. Zur
Berechnung diente statistische Software der Firma SPSS (SPSS® Version 18;
SPSS Incorporation; Chicago, Illinois; USA).

3.3. Beurteilung von Nebenwirkungen

Die Beurteilung moglicher Nebenwirkungen erfolgte anhand der common
terminology criteria for adverse events (CTCAE) der veterinary co-operative
oncology group (VCOG, 2004). Hierbei handelt es sich um eine Tabelle, die bei
der Erprobung neuer Medikamente fiir onkologische Tierpatienten (Hunde und
Katzen) anhand verschiedener Untersuchungsparameter mogliche
Nebenwirkungen formuliert und die Schwere der Nebenwirkungen in bestimmte
Grade einteilt. Die Einteilung erfolgt in Grad 1 bis Grad 5, wobei Grad 1 eine
milde, Grad 5 eine schwerwiegende Nebenwirkung oder den Tod des Tieres
beschreibt. Beurteilungsparameter, die nicht in der Tabelle vorlagen, wurden
selbst definiert. Tabelle 4 zeigt die Untersuchungsparameter und ihre Einteilung
in Grade nach der CTCAE-Tabelle. Tabelle 5 zeigt die Untersuchungsparameter,

die nicht in der Tabelle auftauchen und deshalb selbst definiert wurden.

Tabelle 4: Nebenwirkungen nach CTCAE-Tabelle

Nebenwirkung Beschreibung Grad

Allergische Reaktion | vorriibergehende Urtikaria 1
Ausschlag; Urtikaria; Dyspnoe 2
symptomatische Hypotension, mit oder ohne 3
Ithikaria; parenterale Medikamente notwendig;
Odem
Anaphylaxie, die parenterale Medikamente 4
notwendig macht
Tod 5
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Gewichtsverlust 5-10 % vom Ausgangswert; Intervention nicht 1
angezeigt
>10-20 % vom Ausgangswert; 2
Erndhrungsunterstiitzung angezeigt
>20 % vom Ausgangswert 3
- 4
Tod 5
Lethargie/Erschopfung | milde Lethargie 1
moderate Lethargie, welche Schwierigkeiten bei 2
der Lebensaktivitit bereitet
gefahrdet; schwere Einschrinkung bei 3
Lebensaktivitit; ambulatorische Behandlung
notwendig bis Wiederaufnahme der
Lebensaktivitit
schwerbeschidigt; Zwangsfiitterung und 4
Unterstiitzung bei Lebensaktivitit notwendig
Tod 5
Hyperthermie >39,0-40,0 °C 1
>40,0-41,0 °C 2
>41,0-42,0 °C 3
>42,0 °C 4
Tod 5
Anorexie Uberredung oder Ernidhrungswechsel notwendig 1
um Appetit aufrechtzuerhalten
verdnderte Nahrungsaufnahme (<3 Tage) ohne 2
signifikanten Gewichtsverlust; orale
Erndhrungsunterstiitzung angezeigt
Dauer von 3-5 Tagen; assoziiert mit 3
Gewichtsverlust oder Malnutrition; intravenose
Fliissigkeiten, Sondenfiitterung oder totale
parenterale Erndhrung angezeigt
lebensbedrohlich; Dauer von >5 Tagen 4
Tod 5
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Vomitus

<3 Episoden in 24 Stunden

3-5 Episoden in 24 Stunden; <3 Episoden/Tag
fiir >2 Tage aber <5 Tage; parenterale
Fliissigkeiten notwendig fiir <24 Stunden

>5 Episoden in 24 Stunden; Erbrechen >4 Tage;
parenterale Fliissigkeiten oder Erndhrung
angezeigt fiir >24 Stunden

lebensbedrohlich (z.B. himodynamischer
Kollaps)

Tod

Diarrhoe

Erhohung vom Ausgangswert um >2 Stiihle pro
Tag

Erhohung vom Ausgangswert um 2-6 Stiihle
pro Tag; parenterale Fliissigkeiten angezeigt fiir
<24 Stunden; keine Beeintriachtigung der
Lebensaktivitit

Erhohung vom Ausgangswert um >6 Stiihle pro
Tag; Inkontinenz; intravenose Fliissigkeiten
>24 Stunden notwendig; Hospitalisation;
Einschriankung der Lebensaktivitit

lebensbedrohlich (z.B. himodynamischer
Kollaps)

Tod

Konstipation

gelegentliche oder intermittierende Symptome;
gelegentliche Anwendung von Stuhl-
Weichmachern, Laxantien,
Erndhrungsumstellung oder Klistieren

persistierende Symptome mit regelméBiger
Anwendung von Laxantien oder Klistieren

Symptome beeintrichtigen Lebensaktivitit;
manuelle Entleerung angezeigt

lebensbedrohlich (z.B. Obstruktion,
Megakolon)

Tod

Himoglobin {

<9,0-8,0 g/dl

<8,0-6,5 g/dl

<6,5-5,0 g/dl

<5,0 g/dl

N KW =] N
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Himatokrit 25-<30 % 1
20-<25 % 2

15-<20 % 3

<15 % 4

- 5

Thrombozyten | 100.000-<180.000/ul1 1
50.000-99.000/ul 2

25.000-49.000/ul 3

<25.000/ul 4

- 5

segmentkernige 1.500-<3.000/ul 1
neutrophile 1.000-1.499/ul 2

Granulozyten |

500-999/ul 3
<500/ul 4

- 5

AST T >63-94,5 U/l 1
>94,5-126 U/l 2

>126-630 U/l 3

>630 U/l 4

- 5

Bilirubin T >4,74-7,11 pmol/l 1
>7,11-14,22 umol/l 2

>14,22-47.4 umol/l 3

>47,4 umol/l 4

- 5

Albumin <2,6-2,0 g/dl 1
<2,0-1,5 g/dl 2

<1,5 g/dl 3

- 4

- 5

Kreatinin T >169-253,5 umol/I 1
>253,5-338 umol/l 2

>338-507 pmol/l 3

>507 umol/l 4

Tod 5

Glucose T >124-200 mg/dl 1
2

3

4

5

>200-250 mg/dl

>250-500 mg/dl

>500 mg/dl

Tod
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Tabelle 5: Nebenwirkungen nach selbst definierter Tabelle
Nebenwirkung Beschreibung Grad
Wundheilungsstorung | Gewebsentziindung (unspezifische 1
Entziindungszeichen)
oberflédchliche Infektion 2
starke Infektion; Antibiotika erforderlich 3
in die Tiefe reichende Wundinfektion 4
- 5
Thrombozyten T >550.000-1.000.000/ul 1
>1.000.000/ul 2
- 3
- 4
- 5
Leukozyten T >15.000-20.000/u1 1
>20.000-25.000/ul 2
>25.000-30.000/ul 3
>30.000/ul 4
- 5
Leukozyten { 4.500-<6.000/ul 1
2.000-<4.500/ul 2
500-<2.000/ul 3
<500/ul 4
- 5
Monozyten T >500-1.000/ul 1
>1.000-2.000/ul 2
>2.000/ul 3
- 4
- 5
Lymphozyten T >4.000-10.000/ul 1
>10.000/ul 2
- 3
- 4
- 5
Lymphozyten | 800-<1.000/ul 1
500-<800/ul 2
<500/ul 3
- 4
- 5
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stabkernige neutrophile | >600-3.000/ul 1
Granulozyten T

>3.000/ul 2

- 3

- 4

- 5

eosinophile >600-3.000/ul 1
Granulozyten T

>3.000/ul 2

- 3

- 4

- 5

basophile >40-100/ul 1
Granulozyten T

>100/ul 2

- 3

- 4

- 5

Fiir die statistische Auswertung der Nebenwirkungen wurden innerhalb der
Therapiegruppe fiir jeden einzelnen Untersuchungsparameter die Grade von d-14

mit denen von d-7, dO, d14 und d45 mit Hilfe des Wilcoxon-Tests verglichen.

Zusitzlich wurden fiir jeden einzelnen Untersuchungsparameter die Grade von
d-14 der Therapiegruppe mit denen von dO der Kontrollgruppe, die von d14 der
Therapiegruppe mit denen von d14 der Kontrollgruppe und die von d45 der
Therapiegruppe mit denen von d45 der Kontrollgruppe verglichen. Als

statistischer Test diente hierbei der Mann-Whitney-Test.

Fiir alle Tests wurde ein p-Wert von <0,05 als statistisch signifikant definiert. Zur
Berechnung diente statistische Software der Firma SPSS (SPSS® Version 18;
SPSS Incorporation; Chicago, Illinois; USA).

34. Statistische Auswertung der Effektivitit

Zur statistischen Auswertung der Effektivitdit der Therapie wurde eine
Uberlebenszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche anhand des Log-Rang-Tests
durchgefiihrt. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich fiir beide Gruppen von
dl bis d360. Hierbei wurde als zu untersuchendes Ereignis das Auftreten eines
Tumorrezidivs, als zensiertes Ereignis das Auftreten von Lungenmetastasen

definiert. Anschlieend wurde eine Kaplan-Meier Kurve angefertigt.
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Ein p-Wert von <0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant definiert. Die
Berechnung und das Anfertigen der Kaplan-Meier Funktion erfolgte mit
statistischer Software der Firma SPSS (SPSS® Version 18; SPSS Incorporation;
Chicago, Illinois; USA).
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IV. ERGEBNISSE

1. Patientengut

Das Patientengut umfasste 34 Katzen fiir die Therapiegruppe und 34 Katzen fiir
die Kontrollgruppe, die sich sowohl aus aktuellen als auch ,historischen*

Patienten zusammensetzte.

1.1. Therapiegruppe

Zwischen dem 17.01.2006 und dem 11.07.2007 wurden 34 Katzen mit
Fibrosarkom in die Studie aufgenommen, die mit dem felinen Zytokin-Gen GM-
CSF mittels Magnetofektion in der Medizinischen Kleintierklinik der LMU
behandelt wurden. Die Aufteilung auf das Geschlecht war gleichmifig und alle
Katzen waren kastriert. Das Alter der Tiere bei der Aufnahmeuntersuchung lag
zwischen drei und 16 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 8,5 Jahren. Das
durchschnittliche Gewicht der Tiere betrug bei der Aufnahmeuntersuchung 4,95
Kilogramm. Am héufigsten war der Tumor an den klassischen Impfstellen zu
finden. So war er bei 14 Katzen zwischen den Schulterblittern, bei 13 Katzen an
der lateralen Brustwand, bei drei Katzen caudal der Schulterblétter und bei einer
Katze auf dem Schulterblatt lokalisiert. Bei zwei Katzen war der Tumor an der
Bauchwand zu finden, bei einer Katze in der Halsregion. Nach dem Tumorstaging
wurden elf Katzen in Stadium I, zwolf Katzen in Stadium II und elf Katzen in
Stadium III eingeteilt. 22 Katzen litten an einem Primértumor, von denen sechs
Tumoren als klein und 16 Tumoren als gro} eingestuft wurden. Die tibrigen zwolf
Tumorrezidive verteilten sich auf fiinf kleine und sieben gro3e Tumoren. Tabelle

6 gibt einen Uberblick iiber die Therapiegruppe.
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Tabelle 6: Therapiegruppe

= A *% g 2
2| s | 5|3 E 3 Z =
=N I T g £
£l & | ° = 5 =
2 g £ - =
= = =

1 374 | wk | 16J | 5,00 kg | caudal der Scapulae I PG
2 | 377 | mk | 12] | 545kg Brustwand 111 PG
3 382 wk | 10J | 6,93 kg Brustwand 1 PK
4 387 mk | 11J | 6,70 kg interscapulir 11T PG
5 | 389 | wk | 127J | 3,80 kg Brustwand 111 RK
6 | 390 | mk | 8J | 540kg auf der Scapula I RK
7 421 wk 6J | 4,96 kg | caudal der Scapulae II PG
8 | 422 | mk | 8J | 4,02kg Brustwand I PK
9 | 424 | wk | 7J | 3,79kg Brustwand I RG
10 | 425 wk 7) | 2,86 kg Brustwand II PG
11 | 427 | wk | 9J | 3,30kg Brustwand I RG
12 | 428 | wk | 13]J | 5,02 kg Brustwand I RK
13 | 430 | mk | 6J | 493kg interscapulir I PG
14 | 432 | mk | 9J | 420kg interscapulir 11 RG
15 | 445 | wk 8J | 5,10kg interscapuldr 11 PG
16 | 449 | wk | 7J | 6,36kg interscapulir 11 RG
17 | 455 | mk | 127 | 3,34 kg Hals I PK
18 | 456 | mk | 14J | 531 kg Brustwand I PK
19 | 463 | wk | 7J | 5,30kg | caudal der Scapulae 11 PG
20 | 467 | wk | 127 | 4,71 kg interscapulir II PG
21 | 469 | wk | 6J | 4,14kg Brustwand 111 PG
22 | 473 | mk | 127 | 6,00 kg interscapulir I PK
23 | 476 | mk | 8J |[10,27 kg interscapuldr 11 RG
24 | 478 | wk | 10J | 430kg interscapulir 111 RK
25 | 479 | mk 4] | 6,00 kg Bauchwand II PG
26 | 482 | wk | 4J | 2,60kg interscapulir 11 PG
27 | 487 | mk | 5)J | 450kg Bauchwand II PG
28 | 491 mk 6J | 6,35kg interscapulir II PG
290 1492 | mk | 6J | 505kg interscapulir 11 RG
30 | 493 mk 8J | 4,17 kg interscapulir III RK
31 | 495 wk 6J] | 426kg Brustwand III RG
32 1 497 | wk | 3J | 3,30kg Brustwand I PK
33 1 498 | mk | 7J | 5,30kg interscapulir 11 PG
34 | 500 | mk | 11J | 5,50kg Brustwand II PG

Nr.: Nummer; wk: weiblich kastriert; mk: ménnlich kastriert; J: Jahre; kg:
Kilogramm; PK: Primértumor klein; PG: Primartumor grof3; RK: Rezidiv klein;
RG: Rezidiv groB;
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1.2. Kontrollgruppe

Im gleichen Zeitraum zwischen dem 17.01.2006 und dem 11.07.2007 wurden im
Rahmen der Blockrandomisierung sechs Katzen als Kontrolltiere in die Studie
aufgenommen. Um die Vergleichbarkeit zwischen Therapie- und Kontrolltieren
beziiglich Toxizitdt und Effektivitit zu erhohen, wurden die chronologisch letzten
28 Katzen, die im Rahmen anderer Studien zum felinen Fibrosarkom an der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU als Kontrolltiere fungierten und der
Blockrandomisierung nach Tumorklasse entsprachen, als ,historische* Kontrollen
zur Gruppe der zu untersuchenden Kontrolltiere hinzugefiigt. Somit betrug die
Gesamtzahl der Patienten wie bei der Therapiegruppe 34 Tiere. Die Erweiterung
der Kontrollgruppe bot sich an, da sich sowohl das Operations- und
Beobachtungsprotokoll nicht von dem der anderen Kontrolltiere unterschied als
auch das Operations- und Anisthesistenteam identisch war. Von den 34 Katzen
der Kontrollgruppe waren 21 weiblichen und 13 minnlichen Geschlechts. Auch in
der Kontrollgruppe waren alle Tiere kastriert. Das Alter der Tiere in der
Kontrollgruppe lag zwischen vier und 16 Jahren bei einem Durchschnittsalter von
9,6 Jahren. Das durchschnittliche Gewicht der Kontrollgruppe bei der
Aufnahmeuntersuchung betrug 4,73 Kilogramm. Auch in der Kontrollgruppe
befand sich der Tumor am héufigsten an den klassischen Impfstellen. So war er
bei 13 Katzen zwischen den Schulterblittern, bei zehn Katzen an der lateralen
Brustwand, bei zwei Katzen caudal der Schulterblitter und bei zwei Katzen auf
dem Schulterblatt lokalisiert. Bei fiinf Katzen war der Tumor an der Bauchwand
zu finden, bei zwei Katzen in der Halsregion. Nach dem Tumorstaging wurden
zwOlf Katzen in Stadium I, elf Katzen in Stadium II und elf Katzen in Stadium III
eingeteilt. Aufgrund der Blockrandomisierung war die Verteilung in die
Tumorklassen innerhalb der Kontrollgruppe identisch mit der innerhalb der
Therapiegruppe (siche Tabelle 7). Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die
Kontrollgruppe.

Tabelle 7: Verteilung nach Tumorklasse innerhalb der Therapie- und
Kontrollgruppe

Tumorklasse Therapiegruppe Kontrollgruppe
kleiner Priméirtumor 6 6
grofer Primértumor 16 16

kleines Tumorrezidiv 5 5
grofles Tumorrezidiv 7 7
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Tabelle 8: Kontrollgruppe
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1 40 wk 5J | 3,03kg interscapuldr 11 PG
2 46 mk | 7)J | 467kg Brustwand 111 PG
3 47 mk | 16J | 5,38 kg Bauchwand II RG
4 49 mk | 6J | 497kg Brustwand 11 RG
5 50 wk | 71 | 451 kg interscapulir 11 PG
6 84 mk | 14 | 4,71 kg auf der Scapula 11 RG
7 87 wk | 13J | 3,35kg auf der Scapula III RG
8 105 | mk | 6J | 6,36kg Hals 11 PG
9 119 | mk | 11J | 495kg interscapulir 1 PK
10 | 126 wk 8J | 3,60 kg interscapulir 1 RK
11 | 128 | mk | 12J | 5,00 kg Brustwand 111 PK
12 | 161 | wk | 4J | 469kg interscapulir 111 PG
13 | 165 mk 9] | 489 kg interscapulir 1 PK
14 | 168 | mk | 8J | 6,10kg Brustwand I RK
15 171 | wk | 7] | 4,72kg interscapuldr I PG
16 | 179 wk 9] | 5,04 kg Brustwand 111 PG
17 | 186 | wk | 147 | 3,65 kg Brustwand I RK
18 | 194 | wk | 10]J | 4,46 kg | caudal der Scapulae 11 PG
19 | 198 | wk | 12] | 440kg Bauchwand 11 PG
20 | 206 | wk | 10J | 6,98 kg Hals 11 PG
21 | 207 | mk | 11]J | 449kg interscapulir 111 PG
22 | 221 | wk | 10J | 7,25kg Bauchwand I RK
23 | 234 | wk | 12]J | 349kg interscapulir I PK
24 | 235 | wk | 13J | 393 kg Brustwand II PG
25 | 240 | wk 8J | 547 kg interscapulir 11 RG
26 | 317 | wk | 9J | 391kg Brustwand 11 RG
27 | 348 wk | 11J | 5,20 kg | caudal der Scapulae III PG
28 | 356 | mk | 4J) |422kg interscapuldr I PK
29 | 372 | mk | 10]J | 4,68 kg Brustwand 11 PG
30 | 441 wk 13J | 4,86 kg interscapulir 1 PK
31 | 450 wk 8J | 3,80 kg Bauchwand III PG
32 1490 | mk | 6J | 489kg Bauchwand 111 RG
33 | 496 wk | 10J | 4,59 kg interscapulir 1 PG
34 | 505 wk | 13J | 4,50 kg Brustwand 1 RK

Nr.: Nummer; wk: weiblich kastriert; mk: ménnlich kastriert; J: Jahre; kg: Kilogramm;
PK: Primértumor klein; PG: Primédrtumor grof3; RK: Rezidiv klein; RG: Rezidiv groB;
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2. Vergleich der Gruppen

Therapie- und Kontrollgruppe wurden anhand von Alter, Gewicht, Geschlecht,

Tumorlokalisation und Tumorstaging statistisch verglichen.

2.1. Vergleich nach Alter

Als Mittelwert fiir das Alter ergab sich ein Wert von 9,06 Jahren fiir alle 68
Katzen. Beim Kolmogorow-Smirnow-Test erwies sich das Alter bei allen Katzen
mit einem p-Wert von 0,289 als normalverteilt. Abbildung 10 zeigt die Verteilung
des Alters bei der Gesamtheit der Katzen.

107

Mittelwert = 9 06
Stel -Abw . = 3,095
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Abbildung 10: Verteilung des Alters bei der Gesamtheit der Katzen

Innerhalb der Therapiegruppe ergab sich fiir das Alter ein Mittelwert von 8,5
Jahren, innerhalb der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 9,6 Jahren. Der t-Test bei
unabhédngigen Stichproben zum Vergleich der Mittelwerte ergab einen p-Wert von
0,160. Somit waren die Gruppen in Bezug auf das Alter auf einem
Signifikanzniveau von 0,05 vergleichbar. Abbildung 11 zeigt die Verteilung des
Alters innerhalb der Kontroll- und innerhalb der Therapiegruppe.



IV. Ergebnisse 54

[

5=

addnibaidesay)

-
£

Haufigkeit

5

4

addnibjjonuoy

0,00 500 10,00 15,00 20,00
Alter

Abbildung 11: Verteilung des Alters innerhalb der Therapiegruppe (oben)
und innerhalb der Kontrollgruppe (unten)

2.2, Vergleich nach Gewicht

Als Mittelwert fiir das Gewicht ergab sich bei den 68 Katzen ein Wert von 4,84
Kilogramm. Beim Kolmogorow-Smirnow-Test erwies sich das Gewicht bei allen
Katzen mit einem p-Wert von 0,207 als normalverteilt. Abbildung 12 zeigt die

Verteilung des Gewichts bei der Gesamtheit der Katzen.
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Abbildung 12: Verteilung des Gewichts bei der Gesamtheit der Katzen

Innerhalb der Therapiegruppe ergab sich fiir das Gewicht ein Mittelwert von 4,95
Kilogramm, innerhalb der Kontrollgruppe ein Mittelwert von 4,73 Kilogramm.
Der t-Test bei unabhédngigen Stichproben zum Vergleich der Mittelwerte ergab
einen p-Wert von 0,455. Somit waren die Gruppen in Bezug auf das Gewicht
vergleichbar. Abbildung 13 zeigt die Verteilung des Gewichts innerhalb der
Kontroll- und innerhalb der Therapiegruppe.
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Abbildung 13: Verteilung des Gewichts innerhalb der Therapiegruppe (oben)
und innerhalb der Kontrollgruppe (unten)

2.3. Vergleich nach Geschlecht

Bei allen 68 Katzen handelte es sich um kastrierte Tiere. Von den 34 Katzen der
Therapiegruppe waren 17 minnlichen und 17 weiblichen Geschlechts. In der
Kontrollgruppe hingegen waren 21 Katzen weiblich und 13 ménnlich. Der Chi-
Quadrat-Test ergab einen p-Wert von 0,329. Somit waren die Gruppen in Bezug
auf das Geschlecht als vergleichbar anzusehen. Tabelle 9 gibt einen Uberblick
iber die Verteilung nach Geschlecht innerhalb der Gruppen.

Tabelle 9: Verteilung nach Geschlecht innerhalb der Therapie- und
Kontrollgruppe

Geschlecht Therapiegruppe Kontrollgruppe

Weiblich 17 21

Minnlich 17 13
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24. Vergleich nach Tumorlokalisation

Auch bei der Verteilung beziiglich der Tumorlokalisation ergibt sich mit einem

p-Wert von 0,764 beim Chi-Quadrat-Test

Vergleichbarkeit. Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung nach

Tumorlokalisation innerhalb der Gruppen.

Tabelle 10: Verteilung nach Tumorlokalisation innerhalb der Therapie- und

statistisch

signifikante

Kontrollgruppe
Tumorlokalisation Therapiegruppe Kontrollgruppe
interscapulir 14 13
caudal der Scapulae 3 2
auf der Scapula 1 2
Brustwand 13 10
Hals 1 2

Bauchwand 2 5

2.5. Vergleich nach Tumorstaging

Beim Tumorstaging wurden von den 34 Therapietieren elf Katzen Stadium I,
zwolf Katzen Stadium II und elf Katzen Stadium III zugeordnet. Bei den
Kontrolltieren hingegen ergab sich eine Aufteilung von zwdlf Katzen in Stadium
I, elf Katzen in Stadium II und elf Katzen in Stadium III. Ein p-Wert von 0,957
beim Chi-Quadrat-Test lie3 die Gruppen auch in Bezug auf das Tumorstaging als
vergleichbar ansehen. Tabelle 11 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung nach
Tumorstaging innerhalb der Gruppen.

Tabelle 11: Verteilung nach Tumorstaging innerhalb der Therapie- und
Kontrollgruppe

Stadium Therapiegruppe Kontrollgruppe
I 11 12
11 12 11
111 11 11
3. Toxizitit

Tabelle 12 zeigt die verdnderten Untersuchungsparameter nach der CTCAE-
Tabelle innerhalb der Therapiegruppe, welche an d-14, d-7, d0, d14 und d45
beobachtet wurden. Die Zahlen geben jeweils die Haufigkeit an, mit welcher ein

bestimmter Untersuchungsparameter zu einem bestimmten Grad verdndert auftrat.
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Tabelle 12: Beobachtungen in der Therapiegruppe

Nebenwirkung

d-14 (n=34)

d-7 (n=34)

d0 (n=34)

Grad

Grad

Grad

2 3 1

2

1 2 3

Hiimoglobin
Himatokrit 1
Thrombozyten T
Thrombozyten |
Leukozyten T
Leukozyten |
Monozyten T
Lymphozyten T
Lymphozyten

stab. Neutrophile T
segment. Neutrophile |
eos. Granulozyten T
basophile Granulozyten T
AST T

Bilirubin T

Albumin {

Kreatinin T

Glucose T
Allergische Reaktion
Gewicht |

Lethargie
Hyperthermie
Anorexie

Vomitus

Diarrhoe

Konstipation

Wundheilungsstorung

11

—_— ] = = O\ =

11

Y A LS I

N L A S I

— O N = W

Nebenwirkung

d14 (n=34)

d45 (n=34)

Grad

Grad

2 3

Hiimoglobin
Himatokrit 1
Thrombozyten T
Thrombozyten |
Leukozyten T
Leukozyten |
Monozyten T
Lymphozyten T
Lymphozyten
stab. Neutrophile T

S B S e S S

\S]
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segment. Neutrophile |
eos. Granulozyten T
basophile Granulozyten T
ASTT

Bilirubin T

Albumin |

Kreatinin T

Glucose T

Allergische Reaktion
Gewicht L

Lethargie

Hyperhermie

Anorexie

Vomitus

Diarrhoe

Konstipation

Wundheilungsstorung

_— W N = W oo

[ \S TN (S oo N

—_— = N

Entsprechend zeigt Tabelle 13 die verdnderten Untersuchungsparameter innerhalb

der Kontrollgruppe. Aufgrund der fehlenden Vorlaufzeit von zwei Wochen prae

operationem zeigt sie die Verdanderungen an dO, d14 und d45. An d45 konnten

wegen eines in der Vergangenheit noch anderen Kontrolluntersuchungsprotokolls

die Daten von Kontrollkatze eins bis sieben nicht erhoben werden.

Tabelle 13: Beobachtungen in der Kontrollgruppe

Nebenwirkungen

dO(n=34)

d14(n=34)

d45(n=27)

Grad

Grad

Grad

2

2

—_—

2 3

Hiimoglobin
Himatokrit 1
Thrombozyten T
Thrombozyten |
Leukozyten T
Leukozyten |
Monozyten T
Lymphozyten T
Lymphozyten
stab. Neutrophile T
segment. Neutrophile |

eosinophile Granulozyten T

basophile Granulozyten
ASTT

Bilirubin T

Albumin {

10

N N = =

—

W = = N [\

AN W

(NSRS, RS B NS S R )N S R S R
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Kreatinin T 1 2 1 3

Glucose T 13 2 1 8 1 9 2 1
Allergische Reaktion
Gewicht | 5 8 3 1 2
Lethargie 1
Hyperthermie 2 5
Anorexie 1 1 1
Vomitus
Diarrhoe

Konstipation

Wundheilungsstorung 2 1 1

3.1. Blutparameter
Als Blutparameter wurden sowohl die Verdnderungen im Blutbild, als auch die

Veridnderungen im Serumprofil untersucht.

3.1.1.  Blutbildverinderungen
Die Untersuchungen der Blutbildverinderungen umfassten das rote und das weille

Blutbild.

3.1.1.1. Himoglobinabfall

Drei Katzen der Therapiegruppe hatten einen Hamoglobinabfall von Grad 1 an
d14. Dieser zeigte weder gegeniiber d-14 der Therapiegruppe (p=0,083), noch
gegeniiber d14 der Kontrollgruppe (p=0,681) einen signifikanten Unterschied
(siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Hamoglobinabfall

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,681
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,811

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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3.1.1.2. Himatokritabfall

Der Abfall des Himatokrit wies einen signifikanten Unterschied innerhalb der
Therapiegruppe zwischen d-14 und d14 auf (p=0,035). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe an dl14 war aber kein statistisch signifikanter Unterschied
festzustellen (p=0,139). Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der statistischen

Berechnungen.

Tabelle 15: Hamatokritabfall

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,705
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,035
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,536
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,139
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,772

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.3. Thrombozyten

Weder die beobachteten = Thrombozytosen, noch die beobachteten
Thrombozytopenien zeigten zwischen den Tagen der Therapiegruppe und
zwischen den Tagen von Therapie- und Kontrollgruppe eine statistische

Signifikanz (siehe Tabelle 16 und Tabelle 17).

Tabelle 16: Thrombozytose

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,665
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,665
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,536
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,995
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,965

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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Tabelle 17: Thrombozytopenie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,544
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,840
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,772

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.4. Leukozyten
Tabelle 18 und 19 zeigen, dass es auch bei den aufgetretenen Leukozytosen und

Leukozytopenien keine signifikanten Unterschiede gab.

Tabelle 18: Leukozytose

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,681
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,995
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,811
d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
Tabelle 19: Leukozytopenie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,480
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,377
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,308
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=0,097
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,792
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,760

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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3.1.1.5. Monozytose

Zwischen d-14 und dO war innerhalb der Therapiegruppe eine statistisch
signifikante Zunahme der Monozytosen zu beobachten (p=0,034). Wihrend sie an
d-14 bei keiner der Katzen vorzufinden war, zeigten an dO vier Katzen eine
Monozytose von Grad 1 und eine Katze von Grad 2. Ein Vergleich mit der
Kontrollgruppe konnte fiir diesen Tag nicht erfolgen, da es keinen entsprechenden
Tag bei der Kontrollgruppe gab. Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der statistischen

Berechnungen.

Tabelle 20: Monozytose

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,034
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,681
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,433

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.6. Lymphozyten
Bei den beobachteten Lymphozytosen waren die statistischen Vergleiche
zwischen den Tagen der Therapiegruppe und zwischen den Tagen von Therapie-

und Kontrollgruppe unauffillig (siehe Tabelle 21).

Tabelle 21: Lymphozytose

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,564
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,840
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,811

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

Im Verlauf der Untersuchungen wurden bei der Therapiegruppe hiufig

Lymphozytopenien von Grad 3 beobachtet. So zeigten drei Katzen sowohl an d-7,
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dO und d14 und zwei Katzen an d45 eine Lymphozytopenie von Grad 3. Doch
wiesen bereits sechs Katzen an d-14 eine solche auf und lieBen deshalb keine
statistische Signifikanz zu den Folgetagen erkennen. Auch in der Kontrollgruppe
wurden haufig Lymphozytopenien beobachtet, weshalb kein statistisch
signifikanter Unterschied zur Therapiegruppe berechnet wurde. Die Werte der

statistischen Berechnungen finden sich in Tabelle 22.

Tabelle 22: Lymphozytopenie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,428
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,796
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,632
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,943
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,995
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,135

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.7. Neutrophile Granulozyten

Eine Linksverschiebung von Grad 1 war bei einer Katze der Therapiegruppe an
d-7 und jeweils von einer Katzen an dO von Grad 1 beziehungsweise Grad 2
vorzufinden. Weder zwischen den Tagen der Therapiegruppe noch zwischen den
Tagen von Therapie- und Kontrollgruppe war ein statistisch signifikanter

Unterschied zu berechnen (siche Tabelle 23).

Tabelle 23: Linksverschiebung

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,180
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,627

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

An dO fiel auf, dass bei Therapiekatze Nummer 11 eine Neutropenie von Grad 4

zu beobachten war. Gleichzeitig wurde bei dieser Katze eine Linksverschiebung
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von Grad 2 festgestellt. Weder der Vergleich zwischen den Tagen der
Therapiegruppe noch zwischen den Tagen von Therapie- und Kontrollgruppe
erbrachte in Bezug auf Neutropenien einen statistisch signifikanten Unterschied

(siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Neutropenie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,564
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,096
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,102
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,536
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,783
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,956

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.8. Eosinophilie

Die beobachteten Erhohungen der eosinophilen Granulozyten im Blutbild bei den
Therapiekatzen waren mild und meist von Grad 1. Eine statistische Signifikanz
konnte weder zwischen den Tagen der Therapiegruppe, noch zwischen den Tagen

von Therapie- und Kontrollgruppe errechnet werden (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25: Eosinophilie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,705
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,180
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,414
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,096
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,681
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,450

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.1.9. Basophilie
An d-14 wurde bei sieben Therapiekatzen eine Erhohung der basophilen
Granulozyten von Grad 1 und bei fiinf Katzen von Grad 2 beobachtet. An d-7 war

nur noch bei einer Katze eine von Grad 1 und bei zwei Katzen von Grad 2
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vorzufinden. Der Unterschied erwies sich bei einem p-Wert von 0,036 als
statistisch signifikant. Zwischen d-14 und den iibrigen Untersuchungstagen der
Therapiegruppe war dieser Unterschied nicht mehr nachzuweisen. Auch zwischen
den Basophilenzahlen der Therapie- und der Kontrollgruppe war kein statistisch
signifikanter Unterschied festzustellen. Einen Uberblick iiber die Berechnungen

gibt Tabelle 26.

Tabelle 26: Basophilie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,036
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,338
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,057
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,088
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,166
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,300
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,845

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.2. Verianderungen im Serumprofil

3.1.2.1. Erhohung der Aspartat-Amino-Transferase

Zwei Therapiekatzen zeigten an d45 eine Erhohung der Aspartat-Amino-
Transferase von Grad 1. Ein statistisch signifikanter Unterschied zu Tag d-14
konnte nicht errechnet werden (p=0,157). Keine der Kontrollkatzen wies eine
Veridnderung in diesem Serumparameter auf. Tabelle 27 zeigt die statistischen

Berechnungen.

Tabelle 27: Erhohung der Aspartat-Amino-Transferase

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,700

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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3.1.2.2. Erhohung des Bilirubins

An dO konnte bei drei Katzen der Therapiegruppe eine Erhohung des Bilirubins
von Grad 1 festgestellt werden. Auch hier war kein statistisch signifikanter
Unterschied zu d-14 nachweisbar (siehe Tabelle 28). Bei den Kontrollkatzen war
nur bei einer Katze jeweils an dO und dl4 eine Erhohung der

Bilirubinkonzentration im Blut von Grad 1 aufzufinden.

Tabelle 28: Erhohung des Bilirubins

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,840
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=1,000

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.2.3. Albuminabfall
Bei keinem Tier in der Therapiegruppe war ein Albuminwert unterhalb des
Referenzbereichs zu beobachten, in der Kontrollgruppe bei einem an dO und bei

zwei Tieren an d45. Die statistischen Berechnungen waren auch hier unauffillig

(siehe Tabelle 29).

Tabelle 29: Albuminabfall

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,627

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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3.1.2.4. Erhohung des Kreatinins

Zwei Tiere der Therapiegruppe wiesen an d-14 einen Kreatininwert oberhalb des
Referenzbereichs auf. An den Folgetagen war der Kreatininwert nur noch bei
jeweils einer Katze an d14 und d45 hoch. Hohe Kreatininwerte waren in der
Kontrollgruppe zwar schwerwiegender und hiufiger, ein statistisch signifikanter

Unterschied konnte aber nicht festgestellt werden (siehe Tabelle 30).

Tabelle 30: Erh6hung des Kreatinins

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,564
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,564
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,849
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,677
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,429

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.1.2.5. Hyperglykimie

Hohe Blutglucosewerte waren an d-14 und d-7 in der Kontrollgruppe relativ
hiufig zu beobachten. So zeigten an d-14 elf Tiere eine Erhohung von Grad 1 und
zwei Tiere eine Erhohung von Grad 2, an d-7 elf Tiere eine von Grad 1. Im
Vergleich zu dO, d14 und d45 waren diese Verdnderungen an diesen Tagen
signifikant weniger vorzufinden. Im Vergleich zwischen den Tagen der Therapie-
und Kontrollgruppe konnte an d45 ein statistisch signifikanter Unterschied
berechnet werden, wobei an diesem Tag die Hyperglykdmien in der

Kontrollgruppe sowohl schwerwiegender als auch héufiger waren (siehe Tabelle
31).



IV. Ergebnisse 69

Tabelle 31: Hyperglykéimie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,248
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,003
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,035
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,008
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=0,500
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,690
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,029
d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
3.2. Anamnestisch und Klinisch erfasste Nebenwirkungen

3.2.1.  Allergische Reaktion

Therapiekatze Nummer 14 zeigte an d-14 unmittelbar nach der intratumoralen
Injektion eine starke Salivation und Maulatmung. Der Allgemeinzustand der
Katze besserte sich ohne medikamentOse Intervention rasch, so dass sie nach circa
finf Minuten wieder klinisch vollkommen unauffillig war. Bei der zweiten
intratumoralen Injektion an d-7 zeigte dieselbe Katze nach der Injektion keine
Auffilligkeiten. Bei allen anderen Therapiekatzen waren keine unmittelbar auf die
intratumorale Injektion folgende klinisch erfassbaren Nebenwirkungen

festzustellen. Die statistischen Berechnungen waren unauffillig (siehe Tabelle

32).

Tabelle 32: Allergische Reaktion

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,840
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=1,000

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
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3.2.2. Gewichtsverlust

Ein statistisch signifikanter Gewichtsverlust zu d-14 ergab sich bei der
Therapiegruppe an d14 (p=0,002) und d45 (p=0,001). So wiesen acht Katzen
einen Gewichtsverlust von Grad 1 und drei Katzen einen von Grad 2 an d14 auf.
An d45 waren es neun Katzen mit einem Gewichtsverlust von Grad 1 und
wiederum drei Katzen von Grad 2. An d-7 war bei einer Katze und an dO bei zwei
Katzen ein Gewichtsverlust von Grad 1 festzustellen, was keinen statistisch
signifikanten Unterschied zu d-14 ergab. Auch in der Kontrollgruppe zeigten sich
Gewichtsverluste an d14 und d45, welche in keinem statistisch signifikanten
Unterschied zu den Tagen d14 und d45 der Therapiegruppe standen (siehe Tabelle
33).

Tabelle 33: Gewichtsverlust

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,002
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,001
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,477
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,490

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.2.3. Lethargie

An d-7 berichteten die Besitzer von vier Therapiekatzen leicht lethargisches
Verhalten, welches bei drei Katzen in Grad 1, bei einer Katze in Grad 2
eingeordnet wurde. Auch an dO und d14 beschrieben die Besitzer von jeweils drei
Katzen milde lethargische Veridnderungen, welche in Grad 1 eingeordnet wurden.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zu d-14 konnte nicht festgestellt werden.
Auch in der Kontrollgruppe berichteten die Besitzer von einer Katze lethargisches
Verhalten an d14, welches als Grad 2 eingeordnet wurde. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zu d14 der Therapiegruppe konnte nicht errechnet

werden (sieche Tabelle 34).
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Tabelle 34: Lethargie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,059
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,695
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=1,000

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.24. Hyperthermie

An d-14 wurde bei vier Katzen und an d-7 bei fiinf Katzen der Therapiegruppe
eine leicht erhohte Korpertemperatur gemessen, was Grad 1 zugeordnet wurde. Im
Vergleich von d-14 zu den Folgetagen ergab sich zu dO und d45 ein signifikanter
Unterschied (jeweils p=0,046), da an diesen Tagen bei keiner der Therapiekatzen
eine Temperaturerhohung festgestellt werden konnte. Im Vergleich zwischen
Therapie- und Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 35).

Tabelle 35: Hyperthermie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,564
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,046
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,180
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,046
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=0,681
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,408
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=1,000

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.2.5. Anorexie

Die Beurteilung des Nebenwirkungsparameters Anorexie beruhte allein auf
anamnestischer Erhebung. Nur bei wenigen Katzen der Therapiegruppe wurde
von einer Verdnderung der Nahrungsaufnahme berichtet. Die grofBiten
Abweichungen zum Aufnahmetag an d-14 ergaben sich an d14. Hier wurden zwei

Katzen einem Grad 1 und zwei Katzen einem Grad 3 zugeordnet. Ein statistisch
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signifikanter Unterschied zu d-14 konnte nicht errechnet werden, ebenso wenig

zwischen den Tagen von Therapie- und Kontrollgruppe (siehe Tabelle 36).

Tabelle 36: Anorexie

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,180
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,063
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,544
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,766

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.2.6.  Vomitus

Auch die Beurteilung des Nebenwirkungsparameters Vomitus erfolgte aufgrund
der Vorberichte der Patientenbesitzern. Auch hier wurde bei der Therapiegruppe
nur von wenigen Fillen berichtet, wobei sich die groiten Abweichungen an d14
ergaben, an dem drei Katzen Grad 1 zugeordnet wurden. Eine statistische
Signifikanz konnte weder zu d-14 noch zwischen den Tagen von Therapie- und

Kontrollgruppe festgestellt werden (siehe Tabelle 37).

Tabelle 37: Vomitus

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,083
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,157
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,536
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,700

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.2.7. Kotabsatz
Diarrhoe und Konstipation wurde nur von Besitzern der Therapiegruppe im
Vorbericht erwihnt. Von einer leichten Diarrhoe von Grad 1 wurde jeweils bei

einer Katze an d14 und d45 berichtet, von einer milden Konstipation von Grad 1
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bei einer Katze an d45. Ein statistisch signifikanter Unterschied zu d-14 konnte in

keinem der Fille nachgewiesen werden (siehe Tabelle 38 und Tabelle 39).

Tabelle 38: Diarrhoe

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu do (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,840
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,850
d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;
Tabelle 39: Konstipation

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,317
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=1,000
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,850

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

3.2.8. Wundheilungsstorung

In der Therapiegruppe fand sich an dI4 bei einer Katze eine
Wundheilungsstorung von Grad 2, bei zwei Katzen von Grad 3 und bei einer
Katze von Grad 4. An d45 schlieBlich war immer noch bei einer Katze
(Therapiekatze Nummer 30) eine Wundheilungsstorung von Grad 3 und bei einer
Katze (Therapiekatze Nummer 24) von Grad 4 festzustellen, die bei dieser eine
erneute Adaption der Wundrénder notig machte. Bei beiden Katzen konnte nach
antibiotischer Behandlung eine Wundheilung erzielt werden. Die statistischen
Berechnungen innerhalb der Tage der Therapiegruppe waren unauffillig. Auch in
der Kontrollgruppe wurden in der postoperativen Phase Wundheilungsstorungen
beobachtet. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Therapie- und

Kontrollgruppe konnte nicht errechnet werden (siche Tabelle 40).
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Tabelle 40: Wundheilungsstorung

p-Wert
d-14 (T)  im Vergleich zu d-7(T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu do (T) p=1,000
d-14 (T)  im Vergleich zu d14 (T) p=0,066
d-14 (T)  im Vergleich zu d45 (T) p=0,180
d-14 (T)  im Vergleich zu d0 (K) p=1,000
d14 (T) im Vergleich zu d14 (K) p=0,811
d45 (T) im Vergleich zu d45 (K) p=0,885

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe;

4. Effektivitit

4.1. Betrachtung der Therapiegruppe

In der Therapiegruppe wurde bei 14 der insgesamt 34 Katzen innerhalb des
Beobachtungsjahres ein Lokalrezidiv diagnostiziert. Das entspricht einer
Rezidivrate von 41 % fiir den Zeitraum von einem Jahr. Von den iibrigen 20
Katzen wurden zwei Katzen zensiert: Therapiekatze Nummer 2 wegen der
Diagnose von Lungenmetastasen an d134 und Katze Nummer 14, weil sie an
d141 entlaufen war und deswegen nicht weiter beobachtet werden konnte. Fiir die
Therapiegruppe wurde eine mittlere rezidivfreie Zeit von 271 Tagen errechnet.

Tabelle 41 zeigt das Auftreten von Lokalrezidiven innerhalb der Therapiegruppe.

Tabelle 41: Tumorrezidive in der Therapiegruppe
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¥ = )
N < = =
- w3 2 < = N
i = = > - )
2 i > = a =
A E = 5 5 =

%) o %] %] =

¢ | §F | & | S :
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1 374 nein
2 377 nein 134 Lungenmetastasen
3 382 nein
4 387 nein
5 389 nein
6 390 nein
7 421 ja 360
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8 422 nein

9 424 ja 45
10 425 nein

11 427 ja 270
12 428 ja 99
13 430 nein

14 432 nein 141 Entlaufen
15 445 nein

16 449 ja 45
17 455 ja 270
18 456 nein

19 463 ja 65
20 467 nein
21 469 nein
22 473 ja 94
23 476 ja 90
24 478 ja 45
25 479 nein
26 482 nein
27 487 nein
28 491 ja 360
29 492 ja 45
30 493 nein
31 495 Ja 147
32 497 Nein
33 498 Nein
34 500 Ja 120

Nr.: Nummer; d: Tag;

4.2. Betrachtung der Kontrollgruppe

Von den 34 Katzen der Kontrollgruppe wurde bei 22 Katzen innerhalb des
Beobachtungsjahres ein Lokalrezidiv diagnostiziert. Dies entspricht einer
Rezidivrate von 65 % bis zum d360. Von den iibrigen 12 Katzen wurde
Kontrollkatze Nummer 29 zensiert, da sie an d146 von einem Maihdrescher
tiberfahren wurde und dabei todlich verungliickte. Fiir die Kontrollgruppe ergibt
dies eine mittlere rezidivfreie Zeit von 222 Tagen. Tabelle 42 zeigt das Auftreten

von Lokalrezidiven innerhalb der Kontrollgruppe.
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Tabelle 42: Tumorrezidive in der Kontrollgruppe
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1 40 nein

2 46 ja 281

3 47 ja 176

4 49 ja 169

5 50 ja 23

6 84 ja 60

7 87 ja 90

8 105 nein

9 119 nein

10 126 ja 45

11 128 nein

12 161 ja 180

13 165 ja 234

14 168 ja 90

15 171 nein

16 179 ja 180

17 186 ja 35

18 194 ja 90

19 198 nein
20 206 ja 270
21 207 ja 45
22 221 ja 180
23 234 nein

24 235 ja 180

25 240 ja 90

26 317 nein

27 348 ja 360

28 356 nein

29 372 nein 146 Unfalltod
30 441 nein

31 450 nein

32 490 ja 180

33 496 ja 90

34 505 ja 252

Nr.: Nummer; d: Tag;
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4.3. Uberlebenszeitanalyse
Der Log-Rang-Test zur Uberlebenszeitanalyse erbrachte einen p-Wert von 0,072.
Abbildung 14 zeigt die Kaplan-Meier-Funktionen fiir die Kontroll- und die

Therapiegruppe.
Kaplan-Meier-Funktionen
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Funktionen fiir Therapiegruppe (orange) und
Kontrollgruppe (blau)



V. Diskussion 78

V. DISKUSSION

1. Das Fibrosarkom als Gegenstand der Forschung

Die Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten fiir das feline Fibrosarkom ist auf
verschiedene Weise bedeutend und notwendig. So stellt das Fibrosarkom als
zweithaufigster Tumor der Katze (KRAFT et al., 2003) und als Tumor mit einer
hohen Rezidivrate trotz radikaler Operation fiir den Tierarzt eine besondere
Herausforderung dar. Daneben fiihrt der Zusammenhang zwischen Injektionen
und Tumorentstehung zu einem Konflikt, indem fiir jedes Tier Risiko und Nutzen
einer Injektion individuell abgewogen werden miissen. Diese iatrogene
Komponente macht es dem Tierarzt oftmals schwierig, vor dem Hintergrund der
Moglichkeit einer Tumorentstthung und dem Mangel an wirksamen
Behandlungsmethoden fiir diesen Tumor den emotionalisierten Tierbesitzer von
der Notwendigkeit von Impfungen und Injektionen zu iiberzeugen. Zwar haben
wissenschaftliche Studien gezeigt, dass durch aggressive Tumorexstirpation mit
postoperativen Bestrahlungen die Rezidivrate deutlich gesenkt werden kann, doch
zum einen sind die Ergebnisse weiterhin als unbefriedigend anzusehen, zum
anderen ist die Behandlung finanziell und logistisch sehr aufwendig. Somit ist die
Suche nach alternativen Behandlungsmethoden eine notwendige Aufgabe der

veterindrmedizinischen Forschung.

Auch fiir die Humanmedizin sind Forschungen zur Behandlung des felinen
Fibrosarkoms von grof3er Bedeutung, da es fiir sie ein einzigartiges Tumormodell
darstellt (MCNIEL, 2001). So ist beim felinen Fibrosarkom die Vergleichbarkeit
zu humanen Tumoren hoher als bei Tumoren, die bei Labortieren induziert
werden, da das feline Fibrosarkom die Eigenschaft hat sowohl spontan als auch
frequent aufzutreten. Auch die Lebensumgebung mit ihren kanzerogenen
Einfliissen ist bei Katzen grundsitzlich der des Menschen &dhnlicher als die bei
Nagetieren in einer Laborumgebung. AuBlerdem sind die Eigenschaften des
Tumors beziiglich Grofle und Zellkinetik vergleichbarer (VAIL & MACEWEN,
2000). Dariiberhinaus stellt das feline Fibrosarkom einen Tumor dar, fiir den eine
Entziindungsreaktion als dtiologische Komponente als wahrscheinlich gilt. Auch
in der Humanmedizin spielt eine solche Entziindungsreaktion bei einer Vielzahl

von Tumoren eine entscheidende Rolle. So ist dort ein Auftreten von
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Bronchialkarzinomen im Zuge von chronischer Raucherbronchitis, ein von
Kolorektalkarzinomen im Zuge einer chronisch-entziindlichen Darmerkrankung in
Zusammenhang mit Morbus Crohn, ein von Melanomen im Zuge von Dermatitis
solaris und ein von Osophaguskarzinomen im Zuge der gastro-dsophagealen

Refluxkrankheit zu beobachten (HORZINEK, 2001, 2006).

2. Krebsimmuntherapie als alternative Behandlungsform

Nachdem die Beobachtungen von Coley, die er hinsichtlich der
Tumorbekdmpfung mit Hilfe des Immunsystems am Ende des 19. Jahrhunderts
gemacht hatte, mit der Entwicklung der Strahlen- und Chemotherapie weitgehend
in Vergessenheit geraten waren, riickte die Immuntherapie erst Mitte des 20.
Jahrhunderts durch die Formulierung der immunosurveillance-Theorie wieder in
das Bewusstsein der Forschung (LEVINE, 2008). Chemo- und Strahlentherapie
haben den Nachteil, dass sie erhebliche zytotoxische Nebenwirkungen nach sich
ziehen und keine gezielte Bekdmpfung von Tumorzellen moglich machen. Die
Ansidtze im Bereich der Forschung der Krebsimmuntherapie verfolgen ein
gezieltes Bekdmpfen von Tumorzellen und versuchen sowohl aktiv als auch
passiv eine Immunisierung des Korpers gegen Tumorzellen zu erreichen
(BERGMAN, 2009). In der vorliegenden Studie wurde der Therapieansatz einer
passiven, unspezifischen Immunstimulation verfolgt. Aufgrund
vielversprechender  Forschungsergebnisse gilt die Immuntherapie von
Krebserkrankungen im  Rahmen  einer = Multimodalititstherapie  als

zukunftsweisend und scheint erst in ihren Anfangen zu stecken (WEINER, 2008).

3. Nonviraler Gentransfer

Der Einsatz von Plasmiden als nonvirale Vektoren erfolgte in der vorliegenden
Studie aus mehreren Griinden. Als groBler Nachteil des viralen Gentransfers
erweist sich seine schlechte Anwendbarkeit in der tierdrztlichen Praxis. So sind
massive Sicherheitsbestimmungen mit der Produktion und dem Einsatz viraler
Vektoren verkniipft, die aus logistischen und finanziellen Griinden einen Einsatz
im normalen Klinikalltag unmoglich machen (NIIDOME & HUANG, 2002).
Zusitzlich bergen virale Vektoren die Gefahr, durch Mutation ihre
Replikationskompetenz wiederzuerlangen (ARGYLE, 1999).

Virusneutralisierende = Antikorper, die bei  wiederholter = Anwendung
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moglicherweise auftreten, konnen zusitzlich einen Einsatz wirkungslos machen
(NIIDOME & HUANG, 2002; MULLER-HEIDELBERG, 2003). Daneben
werden hédufig auch Nebenwirkungen beim Einsatz viraler Vektoren beschrieben.
So kam es in der Vorgingerstudie von Wieland beim Einsatz von viralen
Vektoren bei der Hilfte der Patienten zu Temperaturerhéhungen und auch eine
Erhohung der Aspartataminotransferase konnte bei einigen Katzen beobachtet
werden (WIELAND, 2002). Somit erweisen sich nonvirale Vektoren im
Gegensatz zu viralen Vektoren als sicherer, kostengiinstiger und praktikabler in

ihrer klinischen Anwendung.

4. Magnetofektion

Als groBer Nachteil des nonviralen Gentransfers gegeniiber dem viralen
Gentransfer erweist sich seine geringe Effizienz und mangelnde Zielgerichtetheit
(NIIDOME & HUANG, 2002). Um diese zu steigern wurde eine Reihe
physikalischer Verfahren entwickelt wie electroporation und gene gun (SUN et
al., 1995; SOMIARI et al., 2000; EL-ANEED, 2004). In der vorliegenden Arbeit
sollte die Effizienz und Zielgerichtetheit durch Magnetofektion erhoht werden.
Die in der Literaturiibersicht aufgefiihrten Studien zur Magnetofektion zeigen
sowohl in vitro als auch in vivo eine deutliche Steigerung der Transfektionsrate
gegeniiber einfacher Plasmidinjektion (SCHERER et al., 2002). Auch hinsichtlich
der Vertriglichkeit der injizierten Magnetofektine zeigen bisherige Studien gute
Ergebnisse. So konnten weder in den Studien von JAHNKE und Mitarbeitern und
HUTTINGER und Mitarbeitern bei Hauskatzen noch in Untersuchungen bei
Labortieren, wie Maiusen, Kaninchen und Schafen erwihnenswerte
Nebenwirkungen festgestellt werden (SCHERER et al., 2002; ALEXIOU et al.,
2007; JAHNKE et al., 2007; PETRI-FINK & HOFMANN, 2007; HUTTINGER
et al., 2008; JAIN et al., 2008). Die in dieser Studie aufgetretene Komplikation
von Therapiekatze Nummer 14, die unmittelbar nach der Injektion kurzzeitig mit
Maulatmung und Salivation reagierte, kann auf eine anaphylaktoide Reaktion
aufgrund der injizierten Nanopartikel zuriickgefiihrt werden. Zwar machte die
kurze Dauer keine medikamentose Intervention notwendig, doch zeigt dies, dass
eine griindliche tierirztliche Uberwachung nach der Injektion der Magnetofektine

notwendig ist.
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GM-CSF kann beim Uberschreiten eines bestimmten systemischen
Schwellenwertes immunsuppressive Effekte nach sich ziehen (SERAFINI et al.,
2004). Magnetofektion bietet eine Moglichkeit, durch lokale Zielsteuerung der
Plasmide eine systemische Transfektion und somit ein Uberschreiten des

systemischen Schwellenwertes zu verhindern.

Im Vergleich zu den oben erwéhnten physikalischen Methoden zur Steigerung der
Transfektionsrate wie electroporation oder gene gun bedarf es bei der
Magnetofektion keiner aufwindigen Geritschaften, sondern nur eines Magneten,

was den Einsatz in der tierdrztlichen Praxis praktikabel erscheinen lésst.

Dariiberhinaus ist eine Sedation oder Narkose des Patienten beim Einsatz der
Magnetofektion nicht notwendig, was sowohl die Sicherheit fiir den Patienten als

auch die Praktikabilitiit gegeniiber den anderen Methoden erhoht.

5. Intratumorale Injektion

Neben einer intratumoralen Injektion wiren auch andere Applikationsarten wie
subcutane, peritumorale oder intravendse Injektion denkbar. Die Wahl dieser
Methode stiitzt sich auf Ergebnisse, die in mehreren Studien zu unterschiedlichen
Applikationsarten im Bereich des Gentransfers und der Immuntherapie von
Tumorerkrankungen gemacht wurden. So beobachteten KUDO-SAITO und
Mitarbeiter beim Vergleich der Effektivitit von intratumoraler mit subcutaner
Injektion einen deutlichen Vorteil der intratumoralen Applikationsart beziiglich
der Antitumor-Aktivitdt. Am effektivsten erwies sich aber eine Kombination
beider Applikationsarten (KUDO-SAITO et al., 2004). Ebenso konnte in der
Dissertation von MULLER-HEIDELBERG zum immunologischen Monitoring
einer Gentherapie beim Fibrosarkom der Katze mittels adenoviraler Vektoren eine
hohere Transfektionsrate und somit hohere Zytokinkonzentration bei
praoperativer intratumoraler Injektion im Vergleich zu postoperativer subcutaner
Injektion festgestellt werden (MULLER-HEIDELBERG, 2003). In einer Studie
von JACOBS und Mitarbeitern zeigte eine intratumorale gegeniiber einer
peritumoralen Applikation von IL-2 bei Miusen mit subcutanem Lymphom
Vorteile beziiglich der Antitumor-Aktivitdit (JACOBS et al., 2005). Eine
intravendse  Applikationsform  wurde wegen der bereits erwidhnten
immunsuppressiven Effekte von GM-CSF bei erhohten systemischen Werten

ausgeschlossen (SERAFINI et al., 2004).
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In der bereits erwidhnten Studie von KEMPF, welche im Rahmen der
immunstimulatorischen Studien zum felinen Fibrosarkom an der LMU
durchgefiihrt wurde, kam ein mit Plasmiden beschichteter Kollagenschwamm
zum FEinsatz, der nach Tumorexstirpation in das Wundbett eingebracht wurde.
Hierbei wurde bei zwei der insgesamt 15 Katzen eine Serombildung beobachtet,
welche mit einer Fremdkorperreaktion auf den eingesetzten Kollagenschwamm in
Verbindung gebracht wurde (KEMPF, 2005). Der Einsatz dieser

Applikationsform wurde somit in den Folgestudien nicht weiter verfolgt.

Um eine effektive Immunitit des Korpers gegeniiber den Tumorantigenen zu
erreichen, wurde in dieser Studie eine zweimalige intratumorale Injektion
angewendet, welche im Sinne eines booster-Effekts wirken sollte. In einer
humanmedizinischen Studie zum Prostatakarzinom konnte die Effektivitiit einer
zweimaligen intratumoralen Injektion nachgewiesen werden, indem sich erst nach
der zweiten Applikation ein deutlicher Abfall des Prostataspezifischen Antigens

(PSA), eines Tumormarkers, im Blut der Patienten zeigte (MILES et al., 2001).

6. Nebenwirkungen

In der vorausgegangenen Phase-I-Studie von HUTTINGER und Mitarbeitern
wurden nur milde Nebenwirkungen in Form von Lethargie, Anorexie und
Vomitus beschrieben. Diese wurden bei drei der insgesamt acht Katzen der
hochsten Dosisgruppe von 1250 ug GM-CSF an d-7 und dO beobachtet und als
moglicherweise mit der Therapie in Verbindung stehend beurteilt (HUTTINGER
et al., 2008). Auch in der vorliegenden Phase-II-Studie, bei der GM-CSF in
derselben Dosierung verabreicht wurde, konnten diese Symptome bei einigen
Therapiekatzen beobachtet werden. So zeigten fiinf Katzen an d-7 entweder
Vomitus, Anorexie, Lethargie oder eine Kombination dieser Symptome, an dO
sechs Katzen entweder Vomitus, Anorexie oder Lethargie. In allen Fillen waren
diese als mild einzustufen (entweder Grad 1 oder Grad 2) und selbstlimitierend.
Im statistischen Vergleich zum Aufnahmetag zeigte sich bei keinem der
beobachteten Symptome eine Signifikanz, weswegen sie als vielleicht mit der
Therapie in Zusammenhang stehend beurteilt werden sollten. Noch héufiger
wurden diese Symptome an dl4 von den Besitzern der Therapiegruppe
beschrieben, aber auch die Katzen der Kontrollgruppe zeigten diese Symptome in

gleichem Malle, weshalb das Auftreten der Symptome eher mit der
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vorausgegangenen, groBen Operation als mit der immunologischen Gentherapie in
Zusammenhang gestellt werden muss. Auch die Verdnderungen beziiglich
Hémoglobinabfall, Himatokritabfall und der zum d-14 statistisch sigifikante
Gewichtsverlust in der Therapiegruppe an d14 sollten aufgrund der Vergleiche
mit der Kontrollgruppe den Belastungen durch die Operation zugeschrieben
werden. Der Gewichtsverlust kann viele mit der Operation in Zusammenhang
stehende Griinde haben, letztendlich gehort auch dazu, dass Gewebe entfernt
wurde. Entsprechend sind auch die im Zuge der Operation aufgetretenen
Wundheilungsstorungen an d14 und d45 in der Therapiegruppe zu beurteilen,

welche vergleichbar auch in der Kontrollgruppe aufgetreten waren.

Neben den bereits erwdhnten Nebenwirkungen wie Hématokrit- und
Hamoglobinabfall sind auch die anderen Verdnderungen im roten Blutbild wie
Thrombozytosen und Thrombozytopenien als wahrscheinlich nicht mit der
Therapie in Zusammenhang stehend zu beurteilen. Ihr Charakter war stets selten
und milde, ein gehduftes Auftreten zur Aufnahmeuntersuchung an d-14 konnte

nicht festgestellt werden.

Bei der Betrachtung des weillen Blutbilds fillt auf, dass an d-14 acht Tiere der
Therapiegruppe eine Erniedrigung der Lymphozyten aufwiesen, wihrend es an
den Folgetagen d-7, dO, d14 und d45 jeweils 15, zehn, zehn und 13 Tiere waren.
Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem
Aufnahmeuntersuchungstag und den Folgetagen hingegen konnte dabei nicht
festgestellt werden. Die Ursache ist darin zu sehen, dass die Lymphozytopenien
der Aufnahmeuntersuchungen meist von einem schwereren Grad waren und somit
mit den Lymphozytopenien der Folgeuntersuchungen statistisch vergleichbar
waren. Auch in der Disserationsschrift von KEMPF wurde eine Zunahme der
Lymphozytopenien in den hoheren Dosisgruppen beobachtet. Diese wurde mit der
Wirkung des in dieser Studie verwendeten IL-2-Gens begriindet, welches als
exprimiertes IL-2 eine Tumornekrosefaktor-alpha-Sekretion und somit vor allem
einen Abfall der B-Lymphozyten induziert (KEMPF, 2005). Da in der
vorliegenden Studie weder das IL-2-Gen zum Einsatz kam, noch eine statistische
Signifikanz zwischen den Tagen innerhalb der Kontrollgruppe und den Tagen
zwischen Therapie- und Kontrollgruppe errechnet werden konnten, sind die
Veridnderungen beziiglich der Lymphozytopenien als wahrscheinlich nicht mit der

Therapie in Zusammenhang stehend zu beurteilen. Auch die beobachteten
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Lymphozytosen und Verdnderungen an den Gesamtleukozytenzahlen sind ebenso
zu bewerten. Dem gegeniiber ist eine statistisch signifikante Zunahme der
Monozytosen im weilen Blutbild zu beobachten. Wihrend an d-14 und d-7 keine
der Therapiekatzen eine solche aufwies, waren es an dO vier Katzen von Grad 1
und eine Katze von Grad 2. Ein Vergleich mit der Kontrollgruppe konnte nicht
durchgefiihrt werden, da es keine entsprechenden Tage nach Gentherapie gab. Die
Zunahme der Monozytosen lisst sich auf eine Wirkung von exprimiertem GM-
CSF zuriickfithren, welches als Wachstumsfaktor die Produktion, Proliferation
und Differenzierung myeloischer Vorlduferzellen von Monozyten stimuliert
(BUCHSEL et al., 2002). Ebenso sollte sich diese Wirkung auch auf eine
Zunahme der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten auswirken, welche
zwar an dO in Form von geringgradigen Neutrophilien und Eosinophilien
beobachtet werden konnten, aber sich nicht statistisch signifikant von den Werten
der Vortage unterschieden. Die beobachteten Monozytosen sollten somit als
moglicherweise auf die Therapie zuriickfiihrend betrachtet werden. Die grofte
Abweichung im weillen Blutbild zeigte Therapiekatze Nummer 11 an dO mit einer
Neutropenie der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten, welche einem Grad
4 zugeordnet wurde. Gleichzeitig zeigte sie eine deutliche Linksverschiebung von
Grad 2. Als Ursache kann eine akute Entziindungsreaktion angenommen werden,
deren Ursprung klinisch nicht erfassbar war. Auch eine Nebenwirkung der
immunologischen Gentherapie kann hierbei nicht ausgeschlossen werden.
Besonders auffillig ist auch die statistisch signifikante Abnahme der beobachteten
Basophilien der Therapiegruppe von d-14 zu d-7. Wihrend sie bei der
Aufnahmeuntersuchung noch bei zwolf Katzen vorzufinden waren, konnten sie an
d-7 nur noch bei drei Katzen nachgewiesen werden. Zwar waren auch an den
Folgetagen die Basophilien weiterhin weniger vorzufinden, eine statistische
Signifikanz ergab sich aber nicht mehr. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung
konnte nicht gefunden werden, so dass sie als vielleicht mit der Therapie in

Zusammenhang stehend beurteilt werden sollten.

Die Nebenwirkungen, die in den Verdnderungen im Blutserum der
Therapiekatzen beobachtet wurden, wie Erhohungen der AST, des Bilirubins und
des Kreatinins waren mild und selten. So zeigten nur zwei Katzen an d45 eine
Erhohung der AST, drei Katzen an dO eine Erhohung des Bilirubins und jeweils

eine Katze eine Erhohung des Kreatinins an d14 und d45. In allen Fillen wurden
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die Beobachtungen einem Grad 1 zugeordnet und die statistischen Berechnungen
waren unauffdllig. Eine Korrelation mit der Therapie sollte somit als

unwahrscheinlich gelten.

Interessant sind auch die Verdnderungen in der Therapiegruppe beziiglich
Hyperthermie und Hyperglykdmie zwischen d-14 und den Folgetagen d0O, d14 und
d45. Fiir diese ergab sich meist eine signifikante Verdnderung im Sinne eines
Wenigerauftretens dieser Nebenwirkungen. Hyperthermie und Hyperglykimie
lassen sich am ehesten durch besonderen Stress am d-14 erkldaren. Zur
Hyperglykdmie ist zudem anzumerken, dass sich die Katzen am d-14 in einer
vollig neuen Umgebung befanden und die Dauer bis zur Blutabnahme aufgrund
der vorher stattgefundenen klinischen Untersuchungen ldnger als an den Tagen
der Kontrolluntersuchungen war. Der Blutzucker kann daher wéhrend der
Untersuchungen angestiegen sein. Ein Diabetes mellitus wurde fiir alle Katzen mit
erhohten Blutglucosewerten durch Bestimmung des Blutfructosaminwertes
ausgeschlossen. Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei den Kontrollkatzen
gemacht werden, weswegen sie offensichtlich nicht auf die Therapie

zuriickzufiihren sind.

Als einzige Nebenwirkungen, welche als sicher mit der Therapie in
Zusammenhang stehend betrachtet werden miissen, sind die beobachtete
Hypersalivation und Tachypnoe von Therapiekatze Nummer 14 anzusehen, die
unmittelbar auf die erste intratumorale Injektion erfolgten. Als Ursache kann eine
anaphylaktoide Reaktion im Sinne einer Pseudoallergie oder eine anaphylaktische
Reaktion im Sinne einer Typ-I-Allergie angenommen werden. Fiir eine Typ-I-
Allergie muss ein Erstkontakt und somit eine Sensibilisierung mit dem Allergen
erfolgen, bevor eine anaphylaktische Reaktion des Korpers stattfinden kann. Da
die Reaktion bei der ersten Medikamentenapplikation auftrat, ist eine Beteiligung
von Eisenoxid-Nanopartikeln oder von PEI als Allergen auszuschlieBen, denn ein
vorher stattgefundener Erstkontakt ist als unwahrscheinlich anzusehen. Somit
kommt fiir eine allergische Reaktion nur das von Bakterien stammende
Plasmidgen beziehungsweise Teile des Plasmidgens als auslosendes Antigen in
Frage. Im Gegensatz dazu bedarf es bei einer Pseudoallergie, bei der eine
Histaminausschiittung nicht Antikorper-vermittelt ist, keines Erstkontaktes. Somit
kommen hierbei alle Bestandteile der Injektionslosung als auslosendes Agens in

Betracht. Ein Ausbleiben dieser Reaktionen bei der zweiten intratumoralen
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Anwendung bei derselben Katze kann mit einer diesmaligen Injektion in die
nekrotischen Anteile des Tumors erklédrt werden. Auch akuter Stress und mit der
Injektion verbundener Schmerz kann als Ausléser von Hypersalivation und
Tachypnoe in Betracht gezogen werden. Zwar wurden diese Nebenwirkungen nur
bei einer Katze beschrieben und der Verlauf war selbstlimitierend, doch zeigen
sie, dass eine griindliche tierirztliche Uberwachung des Patienten erforderlich ist,

die eine sofortige Schocktherapie ermoglichen wiirde.

Von den anderen in der Literatur beschriebenen Nebenwirkungen von GM-CSF
wie Kapillar-Leck-Syndrom oder lokale Reaktionen am Injektionsort war keine zu
beobachten (EMMINGER et al., 1990; AL-HOMAIDHI et al., 1998; BUCHSEL
et al., 2002; RINI et al., 2003).

7. Rezidivrate

Von den bisher verfiigbaren Therapieoptionen fiir das feline Fibrosarkom wurden
die bisher besten Ergebnisse in Bezug auf die Einjahresrezidivrate beim Einsatz
einer neoadjuvanten Bestrahlung beobachtet. Hierbei ergaben sich Rezidivraten
von 41 - 54 % (CRONIN et al., 1998; COHEN et al., 2001; KOBAYASHI et al.,
2002). Im Vergleich dazu ist die in dieser Studie ermittelte Rezidivrate von 41 %
in der Therapiegruppe als ein positives Ergebnis zu bewerten. Auch im Vergleich
zur Kontrollgruppe, bei der eine Einjahresrezidivrate von 65 % ermittelt wurde,
ist das Ergebnis als sehr gut anzusehen. Diese entspricht in etwa der in der
Literatur beschriebenen Rezidivrate von bis zu 70 % bei alleiniger chirurgischer
Tumorexstirpation (BOSTOCK & DYE, 1979; MCENTEE & PAGE, 2001).
Zwar wurde beim Log-Rang-Test, der die beiden Gruppen in Bezug auf das
Auftreten eines Rezidivs bis zum Tag 360 verglich, eine statistische Signifikanz
der Unterschiede mit einem p-Wert von 0,072 verfehlt, doch ldsst sich hieraus
zumindest eine Tendenz ablesen. Auch die Kaplan-Meier-Kurve, bei der sich die
zwel Graphen von Therapie- und Kontrollgruppe nicht kreuzen, lédsst diese
positive Tendenz erkennen. Als Grund fiir den nicht signifikanten Log-Rank-Test
trotz deutlicher Abweichungen der Rezidivraten sind die geringen Gruppengrofien
zu sehen. Bei unverinderten Rezidivraten wire somit erst ab einer Grofle von 128
Katzen je Gruppe eine statistische Signifikanz erkennbar. Fiir entsprechende
Phase-III-Studien aus der Humanmedizin, die einen signifikanten

Wirkungsnachweis als Ziel verfolgen, werden neue Medikamente meist bei 200
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bis 10.000 Personen untersucht. Somit sollte ein Verfehlen der statistischen
Signifikanz bei der in dieser Studie vorkommenden Gruppengréfen nicht

iiberbewertet werden.

Die besten Ergebnisse in Bezug auf die Rezidivrate bei der Therapie des felinen
Fibrosarkoms wurden bisher in der Studie von JOURDIER und Mitarbeitern
erreicht, bei der Werte von 28 — 39 % beobachtet wurden. Hierbei kam eine
Kombination aus Operation, Brachyradiotherapie und Gentherapie zum Einsatz
(JOURDIER et al., 2003). Vor diesem Hintergrund sollte in zukiinftigen Studien
die Wirksamkeit der in dieser Arbeit verwendeten Verfahren in Verbindung mit

Radiotherapie untersucht werden.

8. Schlussbetrachtung

Die Methode des nonviralen Gentransfers mittels Magnetofektion hat sich als
ambulant gut durchfiihrbare Methode erwiesen. Denn sie war zum einen fiir die
Patienten gut vertriaglich, zum anderen wurde ihr eine grole Akzeptanz seitens der
Besitzer entgegengebracht. Somit erfiillt sie wichtige Voraussetzungen fiir den

Einsatz in der tierarztlichen Praxis.

Die Planung und Durchfithrung der vorliegenden Studie sind ebenso als insgesamt
sehr positiv zu bewerten. Trotzdem sollten einige wenige Schwachpunkte

angesprochen werden:

So stellt das Heranziehen von ,historischen® Kontrolltieren trotz der exakten
Zuteilung in die Tumorklassen der Therapiegruppe keine optimale

Vergleichbarkeit mit der Therapiegruppe her.

Die unterschiedlichen Vorlaufzeiten erschwerten eine Blindung der behandelnden
Tierdrztinnen und Tierdrzte. Diagnostische und therapeutische Entscheidungen
mussten daher immer von separaten, ,,geblindeten Tierdrztinnen und Tierdrzten

getroffen werden, um eine absolute Objektivitit zu wahren.

Aufgrund ethischer Grundsidtze wurde die Kontrollgruppe nicht mit einem
Placebopriparat behandelt. Ein Tumorpatient sollte immer so schnell wie moglich
der notwendigen Tumorexstirpation zugefithrt werden. Wenn keine neo-
adjuvanten Therapien anstehen (Chemo- oder Strahlentherapie), dann ist ein

Aufschieben der Operation ethisch nicht vertretbar.
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Ebenso waren die Patientenzahlen sowohl in der Studien- als auch in der
Kontrollgruppe zu gering fiir eine Studie zum Effektivitdtsnachweis einer neuen

Therapie.

Ferner wire eine zusitzliche Vergleichsgruppe interessant gewesen, die die zur
Zeit effektivste Therapieform, in diesem Fall eine Radiotherapie, erhalten hiitte.
Eine Radiotherapie steht der Tierdrztlichen Fakultidt der LMU aber derzeit noch
nicht zur Verfiigung. Daher konnte diese Therapie nicht angeboten werden. Allen
Katzenbesitzern wurde im Aufkldarungsgesprich mitgeteilt, dass die optimale
Therapie auch als Zusatz eine Radiotherapie beinhalten wiirde und den
Katzenbesitzern wurden die nichstgelegenen Tierkliniken, die eine Megavoltage-

Radiotherapie anbieten (Hofheim im Taunus, Wien, Ziirich), genannt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass von beiden Zielen, die mit dieser Studie
verfolgt wurden, mindestens eines mit Sicherheit erreicht wurde. So konnte die in
der vorausgegangenen Phase-I-Studie ermittelte Unbedenklichkeit der Therapie
bestitigt werden. Die hierbei ermittelten Nebenwirkungen waren milde und meist
nicht mit der Therapie in Zusammenhang zu bringen. Im Gegensatz dazu konnte
zwar keine statistisch signifikante Effektivitat der Therapie nachgewiesen werden,
doch war eine klare Tendenz, die auf eine Wirksamkeit hindeutet, auszumachen.
Eine Erhohung der Patientenzahlen in einer zukiinftigen Phase-III-Studie sollte

tiber die Wirksamkeit letztendlich Klarheit bringen.
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VL ZUSAMMENFASSUNG

Das feline Fibrosarkom gehort zu den haufigsten und bosartigsten Tumoren in der
tierdrztlichen Praxis. Bei alleiniger chirurgischer Tumorexstirpation werden
Rezidivraten von bis zu 70 % beobachtet. Zwar kann durch adjuvante
Radiotherapie eine deutliche Verbesserung der Rezidivrate erreicht werden, doch
erweist sie sich in ihrer Anwendung als arbeitsaufwendig und kostspielig. In der
vorliegenden prospektiven Phase-II-Studie wurde der Therapieansatz einer neo-
adjuvanten immunstimulierenden Gentherapie verfolgt. Fiir die Transfektion des
felinen Zytokingens GM-CSF kam ein nonviraler Gentransfer mittels
Magnetofektion zum Einsatz. Nachdem in der vorausgegangenen Phase-I-Studie
in der hochsten Dosisstufe von 1250 pg GM-CSF-Plasmid nur milde
Nebenwirkungen beobachtet wurden, konnte diese als maximal tolerierbare Dosis
fiir eine Folgestudie festgelegt werden. In der vorliegenden Arbeit sollte zum
einen die Unbedenklichkeit der immunstimulierenden Gentherapie iiberpriift, zum

anderen ihre Effektivitit nachgewiesen werden.

Die Patienten wurden nach fest definierten Einschlusskriterien ausgewéhlt und
zweimalig mit der immunstimulierenden Gentherapie behandelt. Hierfiir wurden
die Plasmide in wiéssriger Losung in einem 1:1-Verhiltnis mit magnetischen
Nanopartikeln gemischt und in einem Volumen von 500 ul intratumoral injiziert.
Danach wurde durch Applikation eines Neodymium-Eisen-Bor-Magneten auf das
Tumorgebiet ein Magnetfeld fiir die Dauer von einer Stunde induziert. Dadurch
sollte die Transfektion auf das Tumorgebiet beschrinkt und die Effektivitit des
Gentransfers verbessert werden. Die Behandlungen wurden an den Tagen -14 und
-7 durchgefiihrt, die chirurgische Tumorexstirpation an Tag 1. Untersuchungen
auf mogliche Nebenwirkungen erfolgten an den Tagen -7, 0, 14 und 45,
Untersuchungen auf das Auftreten von Tumorrezidiven an den Tagen 14, 45, 90,
180, 270 und 360. Klinische oder hidmatologische Toxizititen wurden anhand
eines speziellen Nebenwirkungskatalogs (VCOG-CTCAE) erfasst und eine
Korrelation zur durchgefiihrten Therapie diskutiert. Eine gleichgrof3e
Kontrollgruppe wurde nach prognostischen Merkmalen wie Tumorgrofle und
Wiederauftreten aus  ,historischen  Kontrolltieren  entsprechend  der
Therapiegruppe sortiert und einer Operation ohne Zusatztherapie unterzogen. Aus

ethischen Griinden wurde bei ihr auf eine Vorlaufzeit von zwei Wochen vor der
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Operation und auf die Applikation eines Placebopridparates verzichtet. Der
statistische Vergleich der Nebenwirkungen erfolgte sowohl innerhalb der
Therapiegruppe, als auch zwischen Therapie- und Kontrollgruppe. Zur
statistischen Auswertung der Effektivitit wurde eine Uberlebenszeitanalyse fiir

Gruppenvergleiche anhand des Log-Rang-Tests durchgefiihrt.

Insgesamt wurden 34 Katzen mit der immunstimulierenden Gentherapie behandelt
und in ambulanten Kontrolluntersuchungen auf Nebenwirkungen und Rezidive
untersucht. Hierbei wurden meist nur milde Nebenwirkungen festgestellt, die die
Unbedenklichkeit der Therapie bestitigen konnten. Im Verlauf des
Beobachtungsjahres wiesen 41 % der therapierten Katzen ein Lokalrezidiv auf, in
der Kontrollgruppe hingegen waren es 65 %. Zwar wurde mit einem p-Wert von
0,072 beim Log-Rang-Test aufgrund der kleinen Gruppengroflen eine statistische
Signifikanz knapp verfehlt, doch ldsst das Ergebnis eine deutliche Tendenz in

Richtung Wirksamkeit erkennen.
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VII. SUMMARY

The feline fibrosarcoma is one of the most common and most malignant tumors in
the veterinary clinical praxis. After the sole surgical removal of the tumor up to
70 % of the cats develop local recurrences. Adjuvant radiotherapy can noticeably
improve the recurrence rate, but the application is labour-intensive and expensive.
In the present prospective phase II trial the approach of a neo-adjuvant
immunostimulatory gene therapy was pursued. To achieve transfection with the
feline cytokine gene GM-CSF, a nonviral gene transfer via magnetofection was
used. After noting only mild side effects in the preceding phase I trial in the
highest dose group, 1250 ug GM-CSF could be defined as maximum tolerated
dose for the following trial. On the one hand the present work should verify the
harmlessness of the immunostimulatory gene therapy, on the other hand its

efficiency should be proved.

Patients that matched defined inclusion criteria were treated twice with the
immunostimulatory gene therapy. Therefore plasmids were mixed in aqueous
solutions at 1:1 ratios with magnetic nanoparticles and injected intratumorally
with a total volume of 500 ul. Afterwards a magnetic gradient field was applied to
the tumor for 1h by tapping a neodymium-iron-boron magnet onto the tumor region.
Thereby the transfection should be limited to the tumor region and the efficiency
of the gene transfer should be improved. The treatment was conducted at days -14
and -7, the surgical tumor extirpation at day 1. Examinations regarding toxicity
were conducted at days -7, 0, 14 and 45, examinations regarding developing local
recurrences at days 14, 45, 90, 180, 270 and 360. Clinical and hematological
toxicities that emerged were recorded according to a special toxicity scale (VCOG-
CTCAE) and discussed regarding correlation to the conducted treatment. A control
group of the same size was matched according to prognostic factors tumor size and
recurrence out of “historical” control patients according to the treatment group and
operated without receiving any adjuvant tumor therapy. For ethical reasons there were
no leadtime and no applications of placebo for this group. Statistical comparisons
regarding side effects were made within the treatment group and between the
treatment and the control group. Survival analysis on the basis of log rank test was

made to prove efficiency.
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Altogether 34 cats were treated with the immunostimulatory gene therapy and tested
for side effects and recurrences in ambulant examinations. At this only mild side
effects were observed, that verified the harmlessness of the therapy. Within one year
41 % of the treated cats and 65 % of the control group developed local recurrences.
With a p-value of 0.072 at the log rank test the statistical significance was curtly
failed because of the small group sizes, but the result is a distinct tendency in the

direction of efficiency.
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IX. ANHANG

Anhang 1: Rundschreiben fiir Tierirzte

Medizirlifwnheﬁ
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Hinchbarge = Mecitniche Ceinlietkink = Veleindak 13 « D805 minchan
ADRESSE
Juli 2007
Fibrosarkom-Gentherapie
Liebe Kolleginnen und Kollagen,

mit arhebiichan Neusrungen geht die Gentherapiesiudie ununterbrochen weitor. Die Arbeitsgruppe hat die
felinen Zytokine Interleukin 2 (fell-2), Granulozyten-Makrophagen-stimulierender-Faktor (feGM-CSF),
Infaron y (felFN-y) in Plasmide kloniert. Diese Plasmide werdan praoparativ appliziert.
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Kriterien fiir den Einstieg in die Gentherapiestudie
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Anhang 2: Informationsblatt fiir Tierbesitzer

I. Medizinische und Chirurgische Tierklinik  Institut for Exp. Onkologie und Therapieforschung

der Ludwig-Maximilians-Universitat der Technischen Universitat
VeterinarstraBe 13 Ismaninger Strafe 22
80539 Manchen 81675 Maonchen

Informationsblatt zur Intratumoralen Immunstimulation mit

Interleukin-2-, Interferon y und
Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem-Faktor
als Zusatztherapie in der veterindrmedizinischen Onkologie

Sehr geehrte Katzenbesitzerin, sehr geehrter Katzenbesitzer,

Innen wurde angeboten, mit [hrer Katze an einer klinischen Forschungsstudie teileunehmen.

Was ist eine klinische Forschungsstudie ?

Die Tierarzte der Universitatstierkliniken untersuchen die Entstehung und den Verlauf von
Krankheiten und bemahen sich, verbesserte Methoden der Diagnostik und der Behandiung
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 fremwillig.

Bevor Sie entscheiden, ob Sie mit lhrer Katze an einer solchen klinischen Forschungsstudie
teilnehmen wollen, mossen Sie sowohl die Vorteile als auch die Risiken kennen. Dieses
Innen vorliegende Informationsblait mochte Inhalt und Zweck der Klinischen
Forschungsstudie sowie Vior- und Nachteile fdr lhre teilnehmende Katze moglichst genau
darlegen. Sie haben weiterhin die Moglichkeit, mit dem Arzt, der Ihre Katze behandelt, ein
ausfohriiches Beratungsgesprach zu fahren.

Wenn Sie sich nach dieser Aufklarung und Beratung far die Teilnahme Ihrer Katze an der
klinischen Forschungsstudie entscheiden, werden Sie gebeten, ein entsprechendes
Formblatt (Einwilligungserklérung) zu unterschreiben. Sie erhalten dann eine Kopie dieser
Erklarung, die Sie aufbewahren sollten.
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Beschreibung der Studie

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

MNeuere Untersuchungen deuten darauf hin, dad das Immunsystem eines Krebspatienten —
Mensch oder Tier - fahig sein kann, gegen die Krebserkrankung zu kampfen und selbst den
Tumor zu zerstoren. Deshalb werden Behandlungsformen geproft, die auf eine Starkung der
korpereigenen Immunreaktion ausgerichtet sind.

In der hier beschriebenen Studie werden zur Starkung der korpereigensn Immunreaktion
spezielle Therapeutika verwendet, die aus gentechnisch verandertem 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 fr bestimmte Stoffe
enthalten. Durch diese Plasmide, die als Transportmittel fungieren, werden die Gene in
Korperzellen des Patienten eingeschleust, wo dann die Produktion korpereigener
Botenstoffe erfolgt.

Mithilfe der Studie sollen Wirksamkeit und mégliche Mebenwirkungen dieser Therapeutika
bewertet werden.

Eingebrachte genetische Information

Interleukin-2, Interferon y und Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor
sind EweiBstoffe, welche normalerweise von Zellen des Immunsystems gebildet werden
und die kbrpereigene Immunreaktion anregen. Um die Produktion von Intereukin-2 und
Interferon y bzw. Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem-Faktor im Korper Ihrer
Katze zu erhbhen, 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 moglicherweise verbliebenen Tumorzellen zu
bekampfen.

Interleukin-2:

In froheren Studien hat sich sowohl bei Hunden und Katzen als auch beim Menschen
gezeigt, daB Interleukin-2 bei einigen Patienten in der Lage ist, die GroBe oder die Anzahl
von Tumoren zu verringermn. Wurden in den friheren Studien Nebenwirkungen beobachtet,
s0 war dies meist auf sehr hohe Dosen von Interleukin-2 zurGckzufOhren, die direkt in die
Blutbahn gespritzt worden waren. (Auf Art und Schweregrad der Nebenwirkungen wird in
einem gesonderten Abschnitt dieses Informationsblattes noch eingegangen.) lhre Katze wird
mit sehr geringen Mengen Interleukin-2 und nur &rtlich (im Tumorgebiet) behandelt.
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Interferon +:

Interferon y bewirkt eine Steigerung der korpereigenen unspezifischen Abwehr und zerstort
entartete Zellen. AuBerdem bremst es die Teilung von Zellen.

Bei der Verabreichung von Interferon y als Arzneimittel wurden nur sehr geringe
MNebenwirkungen beobachtet.

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor

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

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

Praktische Durchfiihrung der Studie am Patienten

Injektionen
Das gentechnisch behandelie Therapeutikum wird |hrer Katze in den Tumor und das
umliegende Gewebe gespritzt.

Kontrolltiere

Fonfzig Prozent der Tiere werden nach einem mathematischen Schildssel der sog.
Kontroligruppe zugeordnet. Diese Tiere erhalten keine Immunstimulation, sondern nur die
Obliche Standardtherapie (chirurgische Entfemung des Tumors) unter optimalen
Bedingungen. Weder Sie noch die behandelnden Tierarzte wissen, welcher Gruppe lhre
Katze zugeordnet wurde. Die Beteiligten konnen jedoch nach AbschiuB der Studie erfahren,
ob Ihre Katze eine Zusatztherapie erhalten hat.

Operationen

Machdem die Injektion mit dem neuartigen Gentherapeutikum erfolgt ist, wird der Tumor
Inrer Katze in der Chirurgischen Universitatstierklinik durch Herm Professor Kostlin unter
Volinarkose entfernt. So erhalt ihre Katze gegebenenfalls zunichst das zu profende
Medikament und anschlieBend die bislang optimale Therapie.

Blutuntersuchungen

Vor und wahrend der Therapie wird eine vollstandige Blutuntersuchung durchgefahrt. Auch
bei den Nachkontrollen werden Blutuntersuchungen durchgefOhrt, um nachzuweisen,
inwieweit das Immunsystem lhrer Katze durch die Zusatztherapie aktiviert wurde.

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

Auch bDel der abschlieBenden Kontrolle nach 12 Monaten werden die Lungen
rantgenologisch auf Tochtergeschwilste untersucht.

Ultraschalluntersuchung

Mit einer Ultraschalluntersuchung des Bauchraumes vor der Therapie untersucht man die
Bauchorgane auf Tochtergeschwilste. Auch diese Untersuchung wird bei  der
AbschiuBuntersuchung nach 12 Monaten wiederhoit.
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Arztliche Uberwachung
In der Zeit der Studie wird der Gesundheitszustand lhrer Katze intensiv von lhrem
behandelnden Tierarzt bew. von den Tierarzten der Medizinischen Tierklinik Obenwacht.

Dazu ist es erforderlich, daB Sie mit lhrer 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 magliche ermeute Bildung von Tochtergeschwolsten
bei Ihrer Katze frihzeitig erkannt werden.

Abbruch der Studie

Soliten sich erhebliche Nebenwirkungen zeigen, wird die klinische Studie zum Wohl lhrer
Katze abgebrochen. Werden bei ihrer Katze emeut Tumoren festgestellt, ist die Studie for
ihre Katze ebenfalls beendet. In diesem Fall werden Ihnen entsprechend den Klinischen
Befunden Ihrer Katze andere verfogbare Therapiemaoglichkeiten angeboten.

Ziele der Studie

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

Wirksamkeit:

Wie wirksam kann mit der Behandlung das Fibrosarkom Ihrer Katze eingedammt 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
verlangern?

Vertraglichkeit:
Welche Art und welchen Schweregrad weisen die eventuell aufiretenden Mebenwirkungen
der Behandlung auf?

Nebenwirkungen

Wird eine neue Behandlungsmethode zum ersten Mal an einem Patienten angewandt, stellt
sich stets auch die Frage nach moglichen Nebenwirkungen oder Komplikationen. Wir
mochten ausdricklich darauf hinweisen, da@ die Sicherheit, das Wohl und die Genesung
des Patienten in einer klinischen Forschungsstudie immer hochste Prioritat haben!

Wenn hier von einer neuen Methode gesprochen wird, bedeutet dies nicht, daB keinerlei
Erfahrungen damit vorliegen. Im Tiermodell Maus wurde bereits getestet, inwieweit sich
Nebenwirkungen zeigen und vorhersagen lassen.
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Folgende Nebenwirkungen konnen beim Einsatz der hier beschriebenen Immunstimulation
zur Behandlung des Fibrosarkoms der Katze aufireten:

Fieber

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

Reduktion des Allgemeinbefindens und der Futteraufnahme

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

Lokale Reaktionen

In froheren klinischen Studien, in denen ebenfalls Interdeukin-2 und Interferon vy lokal
verabreicht wurde, traten als Nebenwirkungen Hautrdtungen 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
weil man auch, daB solche Nebenwirkungen nur von Konzentrationen hervorgerufen
werden, die die for eine Immunstimulation benotigte Dosis um das 100- bis 1000fache
Obersteigen.

Allergische Reaktionen

Es zeigten sich bisher bei Verabreichung derselben Plasmidlosung, 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, ahnlich wie auch bei einer Narkose immer ein
gewisses Restrisiko bestent.

Durch die aufmerksame Beobachiung lhrer Katze und durch die intensive tierarztliche
Kontrolle der Katzen soliten unbekannte Nebenwirkungen frohzeitig erkannt und, falls
notwendig, entsprechend behandelt werden.
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Weitere wichtige Hinweise

Kosten

Kosten for die gentherapeutische Behandlung, die tierarztlichen Verlaufsuntersuchungen,
die stationaren Aufenthalte in der Universitats-Tierklinik und die oben angesprochenen Blut-
und Rontgenuntersuchungen werden lhnen nicht in Rechnung gestelit. Dafor erwarten wir
von Ihnen, daf Sie mit Ihrer Katze l0ckenlos zu allen Kontroliterminen erscheinen. Sollten
Sie personlich die Entscheidung treffen, mit Ihrem Tier vorzeitig aus der Studie auszutreten,
werden |hnen die entstandenen Kosten entsprechend der tierarztlichen Gebohrenordnung in
Rechnung gestellt.

Vertraulichkeit

Die Forschungs- und Klinikberichte lhrer Katze sind vertraulich. Weder Ihr Name noch der
MName Ihrer Katze oder andere perstnliche Informationen, die lhre Idenfifizierung erlauben
wiorden, werden in Berichten oder Vertffentlichungen Ober 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. Selbstverstandlich liegt die Entscheidung daraber bei [hnen.

Recht auf Ablehnung der Teilnahme und Riicktritt von der Studie

Die Entscheidung zur Teilnahme oder Nichiteilnahme an der Studie liegt allein bei lhnen.
Um diese Entscheidung zu treffen, muB Ihnen die Studie vom Tierarzt erklart werden und
Sie massen das, was Sie Ober die Studie oder andere magliche Therapieformen erfahren
haben, verstehen. Wahrend der Zeit, in der lhre Katze an der klinischen Studie teilnimmt,
werden Sie Ober alle neuen Erkenntnisse informiert, die lhre Bereitschaft zur weiteren
Teilnahme an der Studie beeinflussen kKonnten. Wenn Sie sich entscheiden, nicht an der
Studie teilzunehmen, steht lhnen die Standardtherapie vorurteilsfrei zur Verfogung. Wenn
Sie an der Studie teilnehmen, haben Sie jederzeit das Recht, von der Studie zurockzutreten.
Soliten Sie zurdcktreten, so werden [hnen entsprechend dem medizinischen Befinden lhrer
Katze andere verfigbare Heilverfahren angeboten.
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Anhang 3: Einverstindniserklirung

I. Medizinische und Chirurgische Tierklinik Institut fur Exp. Onkologie und Therapieforschung
der Ludwig-Maximilians-Universitit Klinikum rechts der Isar der Technischen Universitat
Weterinirstrafe 13 Ismaninger Strafie 22
803539 Munchen 81675 Munchen
Interlenkin2 , Interferony und

Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierender- Faktor-Gentherapie
als Zusatztherapie in der veteringrmedizinischen Onkologie

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

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

Ich bin mir daruber im Klaren, dass meine Kaze an einem randomisienten Blindversuch teilnimmit

Die BehandlungsmaBnahme, 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 Primirbehandlung erhilt meine Katze die allgemein anerkannte
Therapiemethode (operative Entfernung des Tumors). Die Gentherapie wird wihrend der Studie als
Zusatztherapie eingesezt, um die Metastasenbildung und die Neubildung des Tumors zu hemmen.

Ich wurde sowohl ober die potentiellen Risiken als auch aber die Vorteile der Behandlung und
Operationsrisiken aufgeklirt, 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
Ubernshme der Operations- und Behandlungskosten entsprechend der Gebuhrenordnung fur Tierarzte.

Name des Tierarztes (Druckschrift)

LTS
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Anhang 4: Formblatt fiir d-14

Aulklabar

Laufende Studien-Nummer

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

Uberweisender praktischer Tierarzt:

MHamea:

StraBa: PLE: Ot

Bank: Ko BLZ:
Rickiberweisung gefaxt:

Vorbericht des berweisenden praktischen Tierarztes bzw. des Besitzers:

Imgfstaius: Freilaufar:

Kopio des Impfausweoises:  ja nigin

Klinische Untersuchung Tag -14

& nain

Temperatur: Gewicht:

Allgemeainbafindan: Varhaltan:

Emahrungszustand: Pilegezustand:

Lymphknoten: Lnin. mandit.- Lnin. popl.:

Kraislauf: BH: KFZ: Hautturgor:
HF: Aush_:

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

Abdoman:

Schilddrose:

Sonstiges:
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O Name:

Spezielle Untersuchung Tag -14

Tumaorkokalisation:

Tumaoranzahl:

TumorgraBa
(LangeR1xBreiteR2xHohaRz):

Tumorvelumen ({R1°R2°R3)" w J/6:

Tumorstaging ((F1+A2+R3y3): _ O l{<2cm) O {2-3 em) O Wl {=3cm odaer multiple Tumoren)

Tumorbeschaffenheit:
Oparabilitat: Consult Chirurg: O nein O ja, Bourtoilung:
CT notig: Onein O ja, Kosten fragt , Binverstandniserklarung O

FNA [T durch Beurtsilung:
Rezidiv: Oja, . Rezidw O nein

Wann operiert?

Wer hat operiert?

Histo-Zytobefund?

Weiterfiihrende Untersuchungen/Labor Tag -14

Rontgen:
Thorax U1:

{li. u. re. anliagend)

Thorax wd:
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O Name:

Sonographie: (durchgefiihrt durch ]
Abdomen:
Labor: EDTA {robes und weiBes Blutd, Thrombayben von Hand)

Sarum (AST, AP, BI, Prat, Alb, Ures, Crea, Glue, evil. Frukt, E-lyle, SGS, T4, FIV, Falv}
Plasma’Serum far Exp. Onkologie eingafroren (- 70 °C)

EinschluBkriterien in die Studie

Einvarstandnis des Besitzers? (Kiinische Studie, Operafion, Nachuntersuchungen)? Oja nein

Lebensamwartung von Ober 1 Jahr abgesehen von der Tumorarkrankung? Oja neinO
Tumor vaon klinischer Untarsuchung ausgehand beurteilt in einer Sitzung operabal? Oja nein O
Tumor am Rumpd lokalisiart? Oja neinO

AusschluBkriterien aus der Studie

Erafinung einer Karperhohla cder Amputation einer GliedmaBla bai der Oparation ndtig Oja naeinO
Strahlen-, Chemo- oder Gentherapie in dar Vergangenheit? Oja neinO
Behandiung mit Immunsuppressiva (z. B. Korikosterciden) in den letzten 6 Wochen? Oja neinO
Himwaoise auf Vorlisgen von Metastasen des Fibrosarkoms? Oja nein O
Himweise auf anderen malignen Tumor zurzeit oder in der Anamnese? Oja neinO
Katze trachtig? Oja nein O
1.Injektion feGM-CSF/3ar-Kombi ja
nein

Klinische Untersuchung nach Therapie Tag -14

Temperatur:
Allgemainbafinden:
Kroislauf: SH: KFZ: Hautturgor:
HE: Ausk:
Atmung (adsp/ausk.): AF: Ausk -
Abdomen:
Eintrag in Stammdatentabelle durchgefiihrt: Datum: Kiirzel:
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Anhang 5: Formblatt fiir d-7

o -
Vorbericht Tag -14 bis Tag -7:
Untersuchung Tag -7 (Dienstag) Datum:
Klinische Untersuchung Tag -7
Temperatur: Gewicht:
Alligemeinbefinden:
Verhalten:
Emahrungszustand: Pilagezustand:
Lymphknoten: Lnn. mandib - Lnn. popl.-
Kroislauf: BH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk_:
Atmung (adsp/ausk.): AF: Ausk -
Abdoman:
Sonstiges:
Spezielle Untersuchung Tag -7
Tumorkokalisation:
Tumaoranzahl:
TumorgroBa
{LangeR 1xBraitaR2xHoheR3):
Tumaorvolumen ((R1°R2"R3)" w }/6:
Tumorstaging ((F1+A2+R2y3): _ Ol{=2cm) Ol {2-3cm) O Wl f=2cm oder multiple Tumoren)

Tumorbeschaffenheit:
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O Name:

2.Injektion feGM-CSF/3er-Kombi

Labor: EDTA (rotes und weiBes Biutbid, Thrombazyben won Hand)
Serum (AST, AP, BA, ProL, Alb, Urea, Crea, Gluc, evil. Frukt, E-lyia, SGS, T4, FIV, FaLv)
Plasma‘Serum for Exp. Onkologie eingafroren (- 70 *G)

Klinische Untersuchung nach Therapie Tag -7

Temperatur:

Alligemeinbefindan:

Kraislauf: 8H: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk_:

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

Abdomen:

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefihrt: Datum: Kiirzel:




IX. Anhang 126

Anhang 6: Formblatt fiir d180

O Name:

Vorbericht Tag 90 bis Tag 180:

Untersuchung Tag 180 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 180

Temperatur: Gewichi:

Aligemeinbefindan:

Verhalten:

Lymphknoten: Lnin. mandib. - Lnin. popl.:

Kraislaui: SH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk_:

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

Abdomen:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 180

Wundgebiet und Umgebung:
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O Name:

Rezidiv d 180 Oja nein
Wann aufgetretan?

Weitares Vorgehan?

MNachster Nachuniersuchungstarmin?

Waeitare MaBnahmen?

Labor: EDTA {robes und weiBes Bluthid, Thrombazytan van Hand)
Sarum (wsT, AP, BIl, Prot, Alb, Ures, Crea, Glug)
Plazma’Sarum for Exp. Onkologie eingafroren (- 70 1C)

Sonstige Untersuchungen
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Anhang 7: Formblatt fiir d360

O Name:

Vorbericht Tag 270 bis Tag 360

Untersuchung Tag 360 (Dienstag) Datum:

Klinische Untersuchung Tag 360

Temperatur: Gewichi-

Aligemeainbefindan:

Verhalten:

Lymphknoten: Lnin. mandit.- Lnin. popl.:

Kraislauf: BH: KFZ: Hautturgor:
HF: Ausk -

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

Abdoman:

Sonstiges:

Spezielle Untersuchung Tag 360

Wundgebiet und Umgebung:
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O Name:

Rezidiv d 360 Oja nein
Wann aufgetreton?

Woiteres Vorgehen?

Nachster Machuntersuchungstarmin?

Waitare MaBnahman?

Labor: EDTA (rotes und walBes Biutnid, ThromByban von Hand)
SafUm (AST, AP, BIL Prat, Alb, Urea, Grea, Giuc)
Plazma’Sarum for Exp. Onkologie eingefraren (- 70 °C)

Rontgen:
Thorax I1:

{re. u. li. anfiagend)

Thorax w'd:

Sonographie:
Thorax w/d:

Eintrag in Stammdatentabelle durchgefihrt: Datum: Kilrzel:
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