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Einleitung

In den letzten zwei Jahrzehnten haben immuntherapeutische Verfahren zur
Behandlung von Krankheiten von Mensch und Tier fur Aufsehen gesorgt.
Manche Erfolge erzeugten grof3es Erstaunen, sorgten aber in gleicher Weise
fur kontroverse Diskussionen. Diese Falle versprachen ein unglaubliches
Potential hinsichtlich der Mdglichkeit, eine wahre Revolution in den Verfahrens-
weisen der konventionellen Medizin bewirken zu konnen. Doch auch die
Skeptik wuchs. Man konnte nicht glauben, dass die Gentherapie ihrem
Versprechen gerecht werden koénnte. Diese Reaktion ist verstandlich, da die
Offentlichkeit von diesem Enthusiasmus regelrecht Uberrollt wurde. Niemand
war aber seinerzeit in der Lage, exakte Aussagen bezlglich Potential und
Wirkung machen zu konnen, da die Gentherapie, ein Verfahren der
Immuntherapie, noch in den Kinderschuhen steckte. Es stellte sich naturlich
auch die Frage, wieviel Zeit noch verstreichen wurde, bis es mdglich sein wurde,
reprasentative Ergebnisse aufweisen zu kdnnen.

Die Gentherapie wird klinisch v. a. in Form der Immuntherapie gegen Tumoren
eingesetzt. Dabei wurde u.a. genetisches Material, das fir in der Natur
vorkommende Zytokine kodiert, in Krebszellen eingeschleust und seine anti-
tumorale Wirkung in vitro, aber auch in vivo untersucht (2).

Im Rahmen der Behandlung von Tumoren stellt die Immuntherapie gegenuber
den konventionellen Therapieformen eine winschenswerte Alternative und
Erganzung dar. Bei der adjuvanten Anwendung des Granulozyten-Kolonie-
Stimulierender-Faktor (G-CSF) kénnen letale Neutropenien verhindert werden.
Die Gentherapie basiert auf der Unterstitzung einer lokalen Produktion
immunstimulierender Proteine, welche eine Immunantwort direkt auf das
Tumorgewebe lenken. Gesunde Zellen bleiben somit unbeeinflusst und werden
in ihren Zellzyklen nicht gestort (2).

Auf diese Weise ist es auch realisierbar, schlecht zugangliche Tumoren und
Metastasen zu erreichen und zu zerstéren, da die Funktion von patienten-
eigenen Immunzellen unterstitzt und gesteigert wird. Zudem bietet sich die
Maoglichkeit, die Grenzen ,traditioneller Tumorvakzinen zu umgehen, da die
Expression der Tumorantigene nun individuell bei jedem Patienten, gefordert
werden kann. Ziel der Forschung soll sein, dass endogene Tumorantigene

besser vom Immunsystem (anhand antigen-prasentierender Zellen) erkannt und
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bekampft werden koénnen. Hierbei sollen Zellen, welche eine effektive
antitumorale Immunantwort hervorrufen konnen, entstehen. Dies kann durch
das Setzen einer Entzundung, die die Funktion eines ,danger signal” erfullt,
verstarkt werden. Auf diese Weise ist es mdglich anhand tumor-spezifischer
Immunzellen, die mittels systemisch oder lokal erfolgender Immuntherapie
aktiviert werden, neoplastische Zellen zu bekampfen. Der effektivste Mechanis-
mus ware die gezielte Induktion einer Apoptose neoplastischer Zellen seitens
des Immunsystems. Obgleich der Vorgang einer Apoptose bekannt ist, stellte
ihr instrumenteller Gebrauch die Wissenschaftler vor ein grofles Ratsel. Vor
kurzem konnten gentherapeutische Strategien entwickelt werden, durch die die
Induktion apoptotischer Vorgange maglich wurde (1, 3).

Bereits Leonardo da Vinci (1452-1519) aulerte treffend (hier in englischer
Ubersetzung zitiert): “The supreme misfortune is when theory outstrips
performance.” Die moderne Immuntherapie ist wohl solch ein Gebiet, welches

die Befurchtung Leonardos treffend widerspiegelt (4).

Quellenverzeichnis:

1 Albert, M.L., B. Sauter, J.N. Bhardwa; Dentritic cells acquire antigen from
apoptotic cells and induce class I-restricted CTLs. Nature, 1998, 392: 86-89.

2 Elmslie, R.E.; Genetic immunotherapy for cancer. Semin. Vet. Med. Surg.
(Small Anim.), Aug. 1997, 12(3): 193-205.

3 Henry, F., O. Boisteau, L. Bretaudeau, B. Lieubeau, K. Meflah,
M. Grégoire; Antigen-presenting cells that phagocytose apoptotic tumor-
derived cells are potent tumor vaccines. Cancer Res., July 1999, 59: 3329-
3332.

4 Rosenberg, S.A.; A new era of cancer immunotherapy: converting theory
to performance; CA Cancer J. Clin., March/April
1999, 49(2): 70-73.
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A Grundlagen der Immuntherapie

1. Effektorzellen des Immunsystems

Hinsichtlich der Erkennung und Bekampfung neoplastischer Zellen gibt es nur
wenige Beispiele, in denen B-Zellen, Antikorper, neutrophile Granulozyten und
|6sliche Mediatoren, wie z. B. der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), eine direkte
Rolle spielen. Im Vordergrund stehen hierbei meist als eigentliche Effektorzellen
der Tumorimmunitadt CD4"-T-Lymphozyten, CD8*-T-Lymphozyten und
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Um allerdings eine Immunantwort induzieren
zu konnen, sind CD4"- und CD8*-T-Lymphozyten auf die Aktivierung durch
antigen-prasentierende Zellen (APC) angewiesen (41). Zu ihnen zahlt man
B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen (DC). Diese Zellen sind in der
Lage, Antigene auf ihrer Zelloberflache zu prasentieren und infolgedessen, eine
zelluldare und humorale Immunreaktion in Gang zu setzen. In diesem
Zusammenhang haben v. a. die Dendritischen Zellen einen besonderen Stellen-
wert erlangt. Sie besitzen die Fahigkeit, Tumorantigene sehr effektiv
prasentieren zu konnen, da sie groRere Mengen an major-histocompatibility-
complex- (MHC-), Kostimulations- und Adhasionsmolekilen besitzen. Sie sind
die einzigen Zellen, welche eine Aktivierung naiver T-Zellen zu induzieren
vermogen (135, 14, 37).

1.1 Dendritische Zellen (DC)

Dendritische Zellen entstehen aus myeloischen Progenitorzellen. Sie sind
wahre Spezialisten, wenn es darum geht, Fremd- und Eigenantigenmaterial
aufzunehmen, aufzubereiten und auf ihrer Oberflache zu prasentieren. Aus
diesem Grund sind sie bei der Induktion einer erworbenen zellularen, aber auch
humoralen Immunantwort, von gro3er Bedeutung (135, 7, 14). Bereits im
unreifen Stadium sind sie in der Lage, effektiv Antigene aufzunehmen. Diese
unreifen Dentritischen Zellen sind z. B. in Form der Langerhanszellen in der
Haut zu finden (6). Eine Ausreifung Dendritischer Zellen erfolgt nach Einwirkung
unterschiedlicher mikrobieller und inflammatorischer Produkte (z. B. Lipopoly-
saccharide (LPS), Interleukin-1 (IL-1), TNF-a, heat-shock-proteins (HSP), CD40)
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(28, 77, 89, 71). Derartige Stimuli werden als ,danger signals“ bezeichnet. Sie
spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung Dendritischer Zellen, da auf
diese Weise eine gegen tumor-assoziierte Antigene (TAA) gerichtete Immun-
antwort ermoglicht wird (100). Nach Aktivierung wandern sie auf lymphatischem
Wege in T-zellreiche Regionen der lymphatischen Organe (Lymphknoten, Milz).
Hier angekommen, werden DC einer Reihe von phanotypischen Verwand-
lungen unterzogen. Sie erlangen nun die Fahigkeit, vermehrt immun-
stimulatorische Molekule (MHC, B7, B7-2 und IL-12) zu exprimieren. Auf diese
Weise erreichen DC den Status antigen-prasentierender Zellen und sind somit
auch in der Lage mit T- und B-Zellen zu interferieren (66, 14). DC exprimieren
darUber hinaus sog. ,death-receptor-ligands” und sind somit auch selbst im

Stande, neoplastische Zellen zu zerstoren (43).

1.2 CD4+-T-Zellen (T-Helfer-Zellen)

Hauptaufgabe der CD4'-T-Zellen ist es, CD8"-T-Zellen zu aktivieren. Der
T-Zell-Rezeptor (TCR) von CD4'-T-Zellen bindet ausschlieRlich an MHC-II-
Komplexe, welche allerdings nur von spezialisierten APC exprimiert werden.
Dies geschieht z. B. durch die Aufnahme von exogenem Material (Endozytose)
und der Zerschneidung dieser Partikel mit Hilfe proteolytischer Enzyme. Ubrig
bleiben lange Peptidfaden, welche dann im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
an MHC-II-Molekule gebunden, im Golgiapparat in exozytotische Vesikel
verpackt, und danach auf der Zellmembran als MHC-II/Peptid-Komplex
prasentiert werden (27). Bindet nun der TCR an diesen MHC-II/Protein-
Komplex, wird dies als sog. immunologische Synapse bezeichnet (122). Solch
eine Synapse besteht aus mehreren MHC-Komplexen, Adhasions-Molekullen
(z. B. ICAM-1) und kostimulatorischen Molekulen.

Zur Aktivierung der CD4*-T-Zelle ist eine ausreichend lange und enge Bindung
zwischen diesen beiden Partnern vonnéten. Nur so kann die CD4*-T-Zelle eine
Reihe stimulatorischer Zytokine, wie z. B. IL-2, Interferon-y (IFN-y) und TNF-q,

sezernieren und somit die Aktivitdt von CD8-T-Zellen steigern (11).
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Zur gleichen Zeit kann nun auch der CD40-Ligand, welcher auf der
CD4"-T-Zelle anzutreffen ist, an dem auf APC exprimierten CD40-Rezeptor
binden. Auf diesem Wege kommt es auch zur Aktivierung dieser APC. Es folgt
eine Steigerung der Expression von MHC-II-Komplexen, Zytokinen und
Kostimulationsmolekulen, welche auch in der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
resultiert (108, 16, 127).

Im gleichen Zuge werden aber von CD4"-T-Zellen und APC auch inhibitorische
Zytokine, wie z. B. IL-4, IL-5, IL-10 und TGF-B (,transforming-growth-factor-3“)
sezerniert. Diese Zytokine bewirken eine zellulare Immuntoleranz, wodurch eine
Uberstimulation des Immunsystems vermieden wird (108). Ein weiterer Kontroll-
mechanismus besteht in der Exprimierung des zytotoxischen T-Lymphozyten-
Antigen-Rezeptors-4 (CTLA-4) von aktivierten T-Helfer-Zellen. Dieser Rezeptor
hat eine viermal groflere Affinitat zu dem Kostimulationsmolekil B7. Bindet
dieses, wird eine Bildung weiterer Synapsen verhindert (22). Auch die
Expression eines Fas-Liganden auf aktivierten CD4"-T-Zellen tragt zur Kontrolle
der Situation bei. Bindet dieser namlich an einem entsprechenden
Fas-Rezeptor, welcher haufig von aktivierten Lymphozyten exprimiert wird,

kommt es zur Apoptose der Zielzelle (96).

13 CD8*-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen)

CD8*-T-Zellen sind die eigentlichen Effektorzellen des Immunsystems im
Kampf gegen neoplastische Zellen. Sie binden ausschlieRlich an MHC-I-
Komplexe. Diese Komplexe binden nur kurze Peptidfragmente intrazellularer
Proteine, welche maximal aus neun Aminosauren bestehen (53).

Die Aktivierung von CD8"-T-Zellen ist signalgebunden. Das erste Signal besteht
in der Erkennung zwischen dem spezifischem TCR und dem MHC-I/Peptid-
Komplex, wobei die Starke dieses Signals direkt proportional zur Anzahl der
dabei beteiligten TCR und MHC-I-Molekile ausfallt (41, 36). Als zweites Signal
ist sowohl die Bindung von Kostimulations- und Adhasionsmolekulen, als auch
der Einfluss stimulatorischer Zytokine essentiell (143, 122). Dieses Signal wird
allerdings von bereits aktivierten CD8-T-Zellen nicht mehr bendtigt, da sie
einmal aktiviert, das zytolytische Protein ,Perforin“ sezernieren. Perforin bewirkt

eine Porenbildung in der Membran der Zielzelle, wodurch das Eindringen des
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Granenzyms B ermdglicht und die Kaspase-Kaskade ausgeldst wird. Folge ist
die Apoptose der Zielzelle (122). Findet allerdings eine Aktivierung naiver
CD8'-T-Zellen in Abwesenheit des zweiten Signals statt, kommt es zur
Entwicklung einer Immuntoleranz zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL).

Zur Sicherstellung einer adaquaten Immunantwort gibt es auch hier
Kontrollmechanismen. Mangelt es z. B. an der Anwesenheit stimulatorischer
Zytokine, fiihrt dies zum Tode von CD8"-T-Zellen (92). Auch die wiederholte
Erkennung grofer Antigenmengen fuhrt zur Exprimierung eines Fas-Rezeptors,
aber auch eines Fas-Liganden auf der Zelloberflache zytotoxischer T-Zellen.
Dies hat zur Folge, dass ahnlich aktivierte T-Zellen abgetétet werden oder es
zur Apoptose der betroffenen CD8*-T-Zelle kommt (96).

In diesem Zusammenhang muissen auch die sog. tumor-infiltrierenden
Lymphozyten® (TIL) genannt werden. Dabei handelt es sich um mononukleare
Zellen, die von intratumoralen Entzindungszellinfiltraten abstammen. Zu diesen
Zellen werden auch CTL gezahlt, welche in der Lage sind, diejenigen Tumor-

zellen zu lysieren, in deren Anwesenheit sie entstanden sind (1).

1.4 Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)
Als Vertreter des angeborenen Immunsystems handelt es sich bei
Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) um grof3e, granulierte Lymphozyten, deren
Reifung thymusunabhangig verlauft. Die Entwicklung einer zytotoxischen
Aktivitat ist hier von dem Erkennen autologer MHC-I-Molekule unabhangig. Da
MHC-I-Molekile die Unterdriickung einer Aktivitatsentwicklung nach sich ziehen,
lysieren NK-Zellen nur Zellen, die keine, wenige oder nur fremde MHC-I-
Molekule auf ihrer Oberflache exprimieren (107, 53). Auf diesem Wege werden
gesunde Wirtszellen vor dem Angriff von NK-Zellen geschutzt.
Werden NK-Zellen durch DC angeregt, sezernieren sie Zytokine (IFN-y, TNF-q,
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (GM-CSF), Makro-
phagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (M-CSF), IL-2, IL-3, IL-5, IL-8) und
nehmen somit Einfluss auf das erworbene Immunsystem, welches v. a. durch
T-Zellen und Makrophagen gepragt wird (85, 48). Zytokine, wie z. B. IL-2 und
IFN-y, erfullen dabei auch regulatorische Funktionen, indem sie auf das
Wachstum von NK-Zellen stimulierend einwirken.

-6 -
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NK-Zellen sind in der Lage, neoplastische Zellen und Zellen abzutbten, welche
von Viren, Bakterien (Staph. aureus, S. enterica typhimurium) oder Pilzen
infiziert worden sind (141). Unter normalen Bedingungen ist die Fahigkeit von
NK-Zellen, Tumorzellen zu erkennen und zu lysieren nur begrenzt. Hohe Dosen
an IL-2 ermdglichen in vivo jedoch eine Verwandlung von NK-Zellen in
sog. lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK-Zellen), welche ein grol3es Potential

hinsichtlich der Zerstérung neoplastischer Zellen aufweisen (159, 2).

1.5 Natirliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen)

Diese Art von Zellen blieb lange unentdeckt, dann wurde jedoch erkannt, dass
diese Zellen sowohl einen TCR, als auch einen NK-Rezeptor exprimieren.
Diese Zellen sind in der Lage, die antitumorale Aktivitat zytotoxischer
T-Lymphozyten, aber auch die der NK-Zellen zu regulieren (58, 132).
NKT-Zellen prasentieren Antigene mit Hilfe eines CD1-Moleklls, welches dem
MHC-Molekul sehr ahnlich ist. Dieses Molekil bindet v. a. Epitope, die lipiden
oder glykolipiden Ursprungs sind. Diese kommen z. B. in der Zellwand patho-
gener Mykobakterien vor (121).

Werden NKT-Zellen durch DC aktiviert, findet eine Sekretion von Typ 1
(stimulatorischer) sowie von Typ 2 (inhibitorischer) Zytokinen statt. NKT-Zellen
sind somit fahig, die angeborene Immunitat mit der erworbenen zu verbinden.
Daruber hinaus wird eine auslosende sowie regulatorische Wirkung, hinsichtlich

der Entwicklung einer Immunantwort, angenommen (121).

1.6 Makrophagen

Die Funktionen von Makrophagen sind sehr vielseitig. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass auch diese Zellen bei der Bekampfung oder sogar
Abtdtung neoplastischer Zellen wichtige Funktionen erflllen.

Makrophagen setzen Sauerstoffradikale und Tumor-Nekrose-Faktoren frei,
sezernieren aber auch Zytokine. Aufgrund dessen und durch ihre Funktion als
APC weisen sie eine regulierende Wirkung auf das Immunsystem und somit
einen indirekten antitumoralen Effekt auf (84). Die Aktivierung ihrer

Tumortoxizitat erfolgt Gber Stimulation bakterieller Zellwandprodukte (Lipopoly-
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saccharide), aber v. a. durch Zytokine, wie IFN-y, GM-CSF oder M-CSF (101,
59).

Als ,tumor-assoziierte Makrophagen“ werden Makrophagen bezeichnet, welche
durch das vom Tumor sezernierte Zytokin MCP-1 (Monozyten-chemo-
taktisches-Protein-1) zum Tumor gelockt werden und diesen infiltrieren (163).
Diese Makrophagen sind je nach Tumorstadium in der Lage, die Tumor-

angiogenese zu hemmen, aber auch zu férdern (137).

2. Tumorimmunologie

In  einem gesunden Organismus unterliegen die Zellen einer
Wachstumskontrolle. Kommt es zu einer malignen Zellentartung, ist dies nicht
mehr mdglich. Trotzdem kdnnen maligne Zellen, auch wenn sie weniger
immunogen sind als andere Pathogene (z. B. Bakterien, Viren), eine Immun-
antwort auslosen (19, 1).
In manchen Fallen kann das Immunsystem die Entstehung von Tumoren
verhindern, manchmal aber auch nicht. Der Grund fur diese Tatsache konnte
bisher noch nicht vollstandig eruiert werden. Wichtige Ansatze dafur liefert die
sog. ,immunosurveillance-theory”, welche die Wechselwirkungen zwischen
Tumor und Immunsystem beschreibt. Tumorzellen konnen demnach eliminiert
werden. Es ist aber auch mdoglich, dass sich ein Gleichgewicht (equilibrium)
zwischen Tumorzellen und Immunsystem einstellt, wobei zwar maligne Zellen
vorhanden sind, sich jedoch nicht vermehren. Kommt es allerdings zum
Tumorwachstum, nennt man diesen Zustand ,,fumor escape” (19, 141).
Im Zuge einer Elimination reagieren NK-Zellen, die dem angeborenen
Immunsystem angehéren, zunachst auf sog. ,danger signals®. Diese Signale
spiegeln eine vom Immunsystem bemerkte Zelltransformation oder
Veranderungen in dem Tumor umgebenden Gewebe wieder und induzieren
eine lokale Entzindung sowie die Aktivierung von antitumoral wirksamen
Effektorzellen (19).
Die meisten Tumorzellen unterscheiden sich in einer abnormalen
Proteinexpression von normalen Zellen (141). Neoplastische Zellen tragen auf
-8-
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ihrer  Zelloberflache = Tumorantigene. Diese Antigene konnen von
T-Lymphozyten jedoch nur bemerkt und als "fremd" erkannt werden, wenn sie
mittels einem ,,major-histocompatibility-complex” (MHC) prasentiert werden (41).
Die Antigenerkennung durch T-Zellen erfolgt in Abhangigkeit der vorhandenen
Klasse des MHC (MHC-I- oder MHC-II-Molekulle) (122, 1). Fast alle Zellen,
einschlieBlich der meisten Tumorzellen, tragen MHC-I-Molekile auf ihrer
Oberflache, aber kaum MHC-II-Molekile (41, 1). MHC-lI-Molekile sind haupt-
sachlich auf aktivierten antigen-prasentierenden Zellen (APC), wie B-Zellen,
Makrophagen und Dendritischen Zellen zu finden (122, 1). Die Erkennung der
auf der Tumorzelloberflache mittels MHC-I prasentierten Peptide erfolgt anhand
einer Bindung an T-Zell-Rezeptoren (TCR) zytotoxischer CD8*-T-Zellen. Auf
den weiteren Fortgang wurde bereits unter 1.3 naher eingegangen.
CD4"-Lymphozyten (T-Helfer-Zellen) hingegen erkennen ausschlieRlich
MHC-II-Moleklle und erkennen folglich nur Peptide, die ihnen an MHC-II-
Moleklle gebunden prasentiert werden. Diese Funktion wird hauptsachlich
durch APC erflullt, die Proteine bereits zugrunde gegangener oder
phagozytierter Tumorzellen verarbeiten und diese Antigene in Form von
Peptid-MHC-II-Komplexen an der Oberflache prasentieren (41, 122). Es besteht
allerdings auch die Moglichkeit, dass Antigene durch die Tumorzellen selbst,
sofern sie MHC-II-Molekiile auf ihrer Oberflache besitzen, den CD4"-T-Zellen
prasentiert werden (1). Erfolgt eine Erkennung seitens der CD4"-T-Zelle anhand
ihres TCR, wird sie aktiviert. Es kommt zu einer Aktivierung des
immunologischen Gedachtnisses und damit zu einer vermehrten Bildung
spezifischer CD8*-T-Lymphozyten. Abgesehen davon werden nun Zytokine
freigesetzt, u. a. auch IL-2 und IFN-y, welche eine Steigerung der antitumoralen
Wirkung zytotoxischer T-Lymphozyten und die Aktivierung von Makrophagen
und Eosinophilen bewirken (41, 117). Die Zytokinsekretion starkt die Effektivitat
der T-Zell-Antwort, da durch sie auch andere Immunzellen aktiviert werden
(z. B. TNF-a ist auch direkt an der Abtotung von Tumorzellen beteiligt) (84).

IFN-y spielt hier ebenfalls eine grol3e Rolle, denn es ist in der Lage, sowohl die
MHC-I-, als auch die MHC-II-Expression auf Transkriptionsebene Uber zytokin-
aktivierte Transkriptionsfaktoren hoch zu regulieren. Je mehr MHC-Molekile
gebildet werden, desto effektiver erfolgt die Steigerung der Antigenprasentation.
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Auch die Erkennung neoplastischer Zellen kann auf diesem Wege verbessert
werden (1).

Mindestens vier verschiedene Zelltypen kdnnen in vitro Tumorzellen abtoten:
NK-Zellen (siehe 1.4), LAK-Zellen, Makrophagen (siehe 1.6) und tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TIL, siehe 1.3) (18). Samtliche Ablaufe der T-Zell-
Antwort weisen Kontaktpunkte auf, die ein Wechselspiel der einzelnen Zelltypen

ermdglichen (1).

3. Tumorimmunitat

Aufgrund klinischer Ergebnisse gilt die Beteiligung des Immunsystems an der
Bekampfung von Tumoren als erwiesen. Diese Annahme wird nicht nur durch
bessere Prognosen bei Tumoren mit starken lymphoretikularen Infiltrationen,
sondern auch durch die spontane Regression von manchen Tumoren
(z. B. Melanom) gestutzt. Daruber hinaus leiden immunsupprimierte Patienten

deutlich haufiger an Neoplasien (2).

3.1 Tumorantigene

Die Karzinogenese erfolgt in Form eines sog. ,Multistep-Prozesses®, dessen
Verlauf durch Mutation mehrerer Gene gepragt ist.

Obgleich die meisten Tumoren im ,eigenen“ Gewebe entstehen, ist es mdglich,
dass diese neoplastischen Zellen vom Immunsystem als ,fremd“ erkannt
werden konnen. Dies wird durch MolekUle, welche auf der Tumorzelloberflache
exprimiert werden und deren maligne Transformation, ermoglicht.

Mutationen in Tumorsuppressor-Genen, Regulator-Genen und Proto-Onko-
genen fuhren zu Dysregulationen der Zellproliferation. Dabei wird auch die
Expression zellularer Proteine verandert (44). Diese Proteine kbnnen demnach
nun in einer vollig neuen Form, einer nur leicht veranderten oder auch in der
normalen Form, jedoch in einer deutlich gesteigerten Menge, vorhanden sein
(122). Als Antigene koénnen Zellmembranantigene, zytoplasmatische oder
nukleare Proteine fungieren (67). Das ideale Tumorantigen wird als stark
immunogen und vom Tumor selbst synthetisiert charakterisiert.
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3.1.1 Onkofetale Antigene

Onkofetale Antigene (Ag) werden bereits vor dem Einsetzen einer
Immunkompetenz im Verlauf der friihen embryonalen Entwicklung exprimiert.
Diese Antigene werden von gesunden adulten Zellen kaum mehr synthetisiert
(122, 11). Zu ihnen zahlt z. B. das karzinoembryonale Antigen (CEA) und das
a-Fetoprotein (11).

3.1.2 Differenzierungs-Antigene

Ein Grofteil dieser Antigene wird im Zusammenhang mit Melanomen
beschrieben. Differenzieren sich Zellen des Neuroektoderms zu Melanozyten
aus, beginnt die Synthese neuer Proteine, deren Produktion in reifen Zellen
unterdruckt wird. Im Falle der Entartung von Melanozyten wird diese Synthese-
hemmung aufgehoben und resultiert in einer gesteigerten oder abnormen
Expression dieser Gene (25, 122, 11). Derartige Antigene, die fur ein
bestimmtes Gewebe spezifisch sind (z. B. prostata-spezifisches Antigen),
konnen diagnostisch in Form eines Antigen-Screenings oder im Rahmen einer

Verlaufskontrolle genutzt werden.

3.1.3 Produkte mutierter Gene

Bei p&3-Tumorsuppressor-Gen-Mutationen oder dem ras-Proto-Onkogen
handelt es sich um Gene, die im Verlauf der Tumorgenese eine wichtige Rolle
spielen. Zu Beginn der Tumorgenese wird auf diese Weise das Immunsystem
erstmalig mit den Proteinen dieser veranderten Gene konfrontiert. Diese
Proteine wirken als Antigene und kdnnen sowohl eine zellulare, aber auch eine

humorale Immunantwort induzieren (25, 122, 11).

3.1.4 Viren-assoziierte Tumorantigene

Man weil, dass auch manche Viren fahig sind, das Wachstum von Neoplasien
zu induzieren. Diese Art von Tumoren exprimiert Oberflachenantigene, die fur
das tumor-induzierende Virus charakteristisch sind, sich aber von denen des
Virions unterscheiden. Der Gewebeursprung des Tumors oder der Organismus

in dem er induziert wird, spielt dabei keine Rolle. Diese Antigene, virale
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Proteine, kdonnen sowohl eine zell-vermittelte als auch eine antikdrper-

vermittelte Immunreaktion hervorrufen (122, 11).

3.1.5 Idiotypische Epitope

B-Zellen exprimieren Oberflachenimmunglobuline. Am Beispiel von B-Zell-
Lymphomen wird sichtbar, dass infolge der klonalen Proliferation maligne Zellen
entstehen, die alle das Tragen der gleichen variablen Region des
Immunglobulins gemeinsam haben. In diesen Regionen sind verschiedene
Epitope zu finden, welche nun als Antigen bzw. Idiotyp erkannt werden
(Beispiele: MAGE-Familie, MART-1/Melan A, gp100, Tyrosinase) (11).

3.2 Tumor escape

Obwohl der Grolfiteil von Tumorzellen antigen ist, wird nur von wenigen eine
effektive T-Zell-vermittelte Immunantwort ausgeldst. Durch diese fehlende
Immunogenitat kénnen sich Tumorzellen der Erkennung und der folgenden
Zerstorung durch T-Zellen entziehen. Der Begriff ,tumor escape® beschreibt
unterschiedliche Mechanismen des Tumors, welche es dem Tumor ermoglichen,

die Kontrolle des Immunsystems zu umgehen (1).

3.21 Reduktion oder Verlust der MHC-I-Expression

Das MHC-I-Molekul besteht aus einer membrangebundenen a-Kette, die mit
einer loslichen [B-Kette, dem [-2-Mikroglobulin, verbunden ist. Kommt es
aufgrund einer Mutation zum Verlust der B-Kette, kann kein MHC-I-Molekul und
damit auch kein Tumorantigen den zytotoxischen T-Lymphozyten prasentiert
werden (39, 17). Dies kann des Ofteren bei metastasierten Tumorzellen
beobachtet werden, da das Immunsystem hier eine Selektion MHC-I-negativer
Klone betreibt (76).

3.2.2 Fehlende MHC-lI-Expression

Aufgrund der Tatsache, dass die meisten Tumorzellen keine MHC-II-Molekule

auf ihrer Oberflache exprimieren, unterbleibt in diesem Falle eine Aktivierung

der CD4*-T-Zellen und somit auch die der CD8"-T-Zellen. Werden darliber

hinaus auch keine APC durch ,danger signals“ angelockt und zur Antigen-
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aufnahme aktiviert, unterbleibt auch die zweite Mdglichkeit zur Induktion einer

zell-vermittelten Immunitat (2).

3.23 Fehlende Expression von Kostimulations- und Adhéasions-
molekilen

Tumorzellen exprimieren auf ihrer Oberflache haufig keine Kostimulations-
molekule, wie B7-1 oder B7-2, was in dem Unterbleiben des zweiten Signals fur
die T-Lymphozytenaktivierung resultiert. Dies kann zur peripheren Toleranz
(,klonale Anergie®, ,immunological ignorance®) der T-Zellen, welche sogar als
antigenspezifische Suppressor-Zellen wirken koénnen, fuhren (29, 33, 141).
V. a. solide Tumoren weisen einen Defekt in der Expression von B7-Molekilen
auf (60).

3.24 Produktion immunsuppressiver Faktoren

Zur Hemmung einer Immunantwort werden von einigen Tumortypen l6sliche
Substanzen, wie z.B. Zytokine, produziert. Hierzu zahlt der ,transforming-
growth-factor-beta“ (TGF-B). Dieses Zytokin gilt als potentester Faktor
hinsichtlich der Hemmung der CTL-Differenzierung und der Produktion immun-
stimulatorischer Zytokine (52, 42). Eine lokale IL-10-Sekretion bewirkt eine
Resistenz neoplastischer Zellen gegenlber der CTL-vermittelten Lyse (15). Der
,vascular-endothelial-growth-factor” (VEGF) verhindert hingegen die Differen-

zierung von CD34-Progenitorzellen zu Dendritischen Zellen (57).

3.2.5 Antigenmodulation

Unter dem Begriff ,Antigenmodulation® versteht man den Expressionsverlust
von Tumorantigenen auf der Zelloberflache, der durch Bindung spezifischer
Antikorper (AK) zustande kommt. Werden AK gebunden, die kein Komplement
fixieren, sind Tumorzellen vor immunologischen Effektormechanismen
geschutzt. Auch dieser Sachverhalt begrindet oftmals das Scheitern der

passiven Immuntherapie mit spezifischen antitumoralen Antikdrpern (2).
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3.2.6 Fas-Ligand (FasL) induzierte Apoptose

Der sog. Fas-Ligand (CD95L, APO-1L) wird auf der Oberflache einiger nicht-
lymphoider Zellen, aber auch von mehreren Tumoren exprimiert. Der sog. Fas
(CD95) ein Vertreter der TNFR-Familie (,tumor-necrosis-factor-receptor-family*)
(139, 146). Reagiert dieser mit dem entsprechenden Fas-Rezeptor auf
T-Lymphozyten, erfolgt die Induktion der Apoptose dieser Effektorzellen (62,
114). Manche Tumorzellen sind allerdings gegen eine Fas-abhangige Apoptose
resistent (120).

3.2.7 Defektes antigen-processing

Damit eine Prasentation von Antigenen Uber den MHC-I-Weg mdglich wird,
mussen zuvor zytosolische Proteine in Proteosomen zerlegt und die
entstandenen Peptide in das Endoplasmatische Retikulum transportiert werden.
Dies wird durch TAP-Molekule (,transport-associated-with-antigen-processing-
molecules®) bewerkstelligt (105). Diese Moleklle bestehen aus einer
TAP-1-und TAP-2-Untereinheit. Kommt es nun in den Tumorzellen zur
Mutation entsprechender Gene, wird die TAP-Funktion blockiert. Das tumor-
assoziierte Antigen kann somit nicht mehr auf der Tumorzelloberflache

prasentiert werden (97, 72).

3.2.8 Antigenmaskierung

Tumorzellen vermogen auf erstaunliche Weise, die auf ihrer Zelloberflache
prasentierten Antigene durch Produktion einer Schicht aus Glykokalyx-
molekilen (z. B. neuraminsaurehaltige Mukopolysaccharide) vor dem Immun-
system geheim zu halten (2). Sogar eine gesamte Neoplasie kann sich hinter
einem Mantel aus Fibrin und polymerisiertem Serum-Albumin (SA) verstecken.
Diese aus ,korpereigenem“ Protein bestehende Schicht ermdglicht es dem
Tumor, sich der Erkennung durch T-Lymphozyten und NK-Zellen zu entziehen
(110).
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4, Immunstimulation als Krebstherapie

Bereits vor mehr als 100 Jahren gelang dem New Yorker Arzt Dr. William Coley
der erste erfolgreiche Einsatz einer Immuntherapie in der Behandlung von
Krebs. Er verwendete Bakterienextrakte in der Hoffnung, eine nicht-spezifische
Aktivierung des Immunsystems und einen daraus resultierenden antitumoralen
Effekt zu erzielen (30, 150). Auch Paul Ehrlich postulierte einige Jahre spater
zum ersten Mal das Konzept einer zellularen antineoplastischen Immunitat und
entwickelte am Tiermodell erfolgreich eine Vakzinierung mit Tumorantigenen
(40). V.a. in den letzten 20 Jahren wurde auf diesem Gebiet mit grolRem

Interesse geforscht und eine Reihe von immuntherapeutischen Strategien

entwickelt.
4.1 Aktive und passive Immunstimulation
411 Nicht-spezifische aktive Inmunstimulation

Zu dieser Art von Stimulantien (,biological-response-modifiers* (BRMs)) werden
Substanzen gezahlt, die allein oder in adjuvanter Form innerhalb anderweitiger
Krebstherapien zur Immunstimulation Anwendung finden. In diesem
Zusammenhang sind v. a. Substanzen, wie z. B. Bacillus Calmette-Guérin
(BCG, siehe 8.1.1), Levamisol (siehe 8.1.5.1), Picibanil/OK-432 und bestimmte
Zytokine (siehe 7.) zu nennen. Der Einsatz von BCG hat sich bei der
Behandlung des superfiziellen Harnblasenkarzinom als wirksam erwiesen (90,
87). Sein antitumoraler Effekt wird v. a. auf die Induktion einer Zytokin-Sekretion
sowie auf eine Aktivierung von DC zurlckgefluhrt (25). Levamisol wird v. a. zur
Unterstutzung von Chemotherapien verwendet (104). Picibanil/OK-432 wird aus
Streptococcus pyogenes gewonnen und weist durch Aktivierung von CTL und
LAK-Zellen sowie durch eine gesteigerte Zytokin-Sekretion einen antitumoralen
Effekt auf (83, 138). Auch der Einsatz verschiedener Zytokine mit dem Ziel
einer nicht-spezifischen Immunstimulation war erfolgreich. Aufgrund der
Tatsache, dass ihre Herstellung in rekombinanter Form etabliert und die
Forschung und Entwicklung auf Gebieten des Gentransfers im Vormarsch ist,
werden sie immer haufiger im Rahmen der Bekampfung von Tumoren
verwendet (Tab. 1).
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Tab. 1: ,,biological response modifiers“ (BRMs)

BRM-Typ Beispiele Hauptwirkung
Zytokin-Gene IFN-a, -B, -y, IL-2, TNF Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen
bakterielle BCG, C. pavum, Aktivierung von Makrophagen und NK-Zellen
Produkte Levamisol, MDP, (via Zytokine)

Picibanil/OK-432, etc.

Legende:
IFN = Interferon; IL-2 = Interleukin-2; TNF = Tumor-Nekrose-Faktor; BCG = Bacillus Calmette-

Guérin; C. parvum = Corynebacterium parvum; MDP = Muramyldipeptid; NK-Zellen = Natlrliche
Killer-Zellen

4.1.2 Spezifische aktive Immunstimulation (,cancer vaccines*)

Unter dem Begriff ,cancer vaccines” wird die Verabreichung reiner Antigene in
Form von Proteinen, Peptiden, nackter DNA oder ganzen Zellen verstanden.
Diese ,Vakzinen“ haben therapeutischen Charakter und sind nicht mit Vakzinen
gleichzusetzen, welche zur Prophylaxe von Krankheiten eingesetzt werden.
Patienten, bei denen diese Form der aktiven spezifischen Immunstimulation
eingesetzt wird, sind bereits an Krebs erkrankt. Diese ,Vakzinen® |0sen keine
generalisierte Immunantwort aus. lhre Aufgabe besteht darin, das Immun-
system zu veranlassen, Antikorper zu produzieren. Die Vakzinen aktivieren
zudem insbesondere zytotoxische T-Lymphozyten, welche wiederum
neoplastische Zellen anhand der Prasentation ihrer spezifischen Antigene zu
bekampfen vermdgen. Diese Tumorimpfstoffe werden haufig mit Adjuvanzien
kombiniert. Im Laufe der letzten Jahre wurden folgende Vakzinierungs-

mdglichkeiten entwickelt (123):

1) Immunisierung mit reinen Antigenen;
Immunisierung mit immundominanten Peptiden (nativ oder modifiziert);
Immunisierung mit ,nackter®, fur das Antigen kodierender DNA;

Immunisierung mit rekombinanten, fur das Antigen kodierenden Viren;
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Immunisierung mit antigen-prasentierenden Zellen (APC), die mit einem
Protein oder Peptid gepulst wurden (oder APC, die mit Genen, welche fur

das Antigen kodieren, transfiziert wurden).

2) Immunisierung mittels Zytokin-Adjuvanzien (z.B. IL-2 oder IL-12),
verabreicht in systemischer Form oder kodiert durch einen immuni-

sierenden Vektor (lokale Form).

41.21 Peptid-Vakzine

Seit der Entschlisselung der Sequenz zahlreicher tumor-assoziierter Antigene
(TAA) ist es moglich, diese synthetisch zu produzieren. Man beabsichtigt mit
diesem Verfahren, MHC-I-Moleklle antigen-prasentierender Zellen in vivo mit
diesen Peptiden zu beladen und dadurch eine Immunreaktion hervorzurufen.
Dazu mussen allerdings diese Oligopeptid-Epitope der TAA von dem jeweiligen
HLA-Typ (humanes Leukozyten-Antigen-Typ) des Patienten gebunden werden
konnen. Aus diesem Grund mussen die verwendeten Vakzinen entweder aus
HLA-kompatiblen Peptiden bestehen oder eine Mischung verschiedener
Epitope flir verschiedene HLA-Allele enthalten (11). Peptid-Vakzinen finden
v. a. bei der Behandlung viral induzierter Tumoren (47) und bei Melanomen ihre
Anwendung (31, 99).

Ein Nachteil der Peptid-Vakzinen wird in der moglichen Induktion einer Toleranz
und folglich einem gesteigerten Tumorwachstum gesehen. Dies ist der Fall,
wenn diese Peptide T-Zellen in Kombination mit einer falschen Kostimulation

prasentiert werden (3, 142).

41.2.2 DNA-Vakzine

Werden Antigen-Gene in Form nackter DNA (z. B. in ein Plasmid eingebaut)
direkt in Muskelgewebe oder Haut injiziert, dringen sie passiv in Myoblasten
oder Fibroblasten ein und transfizieren diese. Ab diesem Zeitpunkt Ubernimmt
die Wirtszelle die Produktion des Proteins, das von dem nun eingebrachten
Gen kodiert wird (56). Auf diese Weise kann nun sowohl eine zellulare als auch

eine humorale Immunantwort ausgeldst werden (88). Es besteht nun auch die
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Moglichkeit, dass das Protein von APC aufgenommen wird. Dies konnte in
Form eines ,cross priming” eine Aktivierung von T-Zellen bewirken (32, 91).

Die Induktion einer starken spezifischen zellularen Immunantwort wird durch die
Erkennung von ,pathogen-associated-molecular-patterns® (PAMP) durch
» 10ll-like-receptors® (TLR) bewerkstelligt, welche auf bzw. in Zellen des
angeborenen Immunsystems exprimiert werden. Zu diesen PAMP wird auch die
immunstimulatorische DNA, das sog. CpG-Motiv (Cytosin-Guanin), gezahilt.
Diese CpG-Motive reagieren spezifisch mit TLR9, welcher von plasmazytoiden
Dendritischen Zellen (pDC), ,Schlusselzellen® flir die Aktivierung des ange-
borenen und erworbenen Immunsystems, exprimiert wird. Der Einbau eines
derartigen CpG-Motivs in die DNA hat sich als nutzliches Adjuvans hinsichtlich
der Bekampfung des Melanoms mittels Plasmid-DNA erwiesen (126).
Bakterielle DNA vermag die Aktivierung von B-Zellen, NK-Zellen und von
Monozyten, aber auch die Produktion proinflammatorischer Zytokine zu
induzieren. Die immunogene Wirkung des , plasmid-backbone” (Bakterien-DNA)
bewirkt eine Anlockung von APC (148). Sie kann durch das Einfigen von
Zytokin-Genen (z. B. von GM-CSF) verstarkt werden.

41.2.3 Tumorzell-Vakzine

Im Rahmen der Verabreichung dieser Vakzineart werden Tumorzellen (autolog
oder allogen) meist durch Bestrahlung abgetotet und dem Patienten
anschlieBend in Form ganzer Zellen oder als Lysat reinjiziert. Samtliche
Tumorantigene des entsprechenden Tumors kdénnen so dem Immunsystem
prasentiert werden. Die injizierten Tumorzellen besitzen im Korper kein
neoplastisches Potential und gehen zu Grunde. Dieses antigene Material wird
wiederum von APC aufgenommen (25) und eine Immunantwort eingeleitet.
Leider besitzen diese Tumorzellen meist nur eine schwache Immunogenitat,
wodurch oftmals eine zusatzliche unspezifische Immunstimulation benétig wird.
In letzter Zeit werden auch genetisch modifizierte Tumorzell-Vakzinen klinisch
getestet, wobei Tumorzellen mit verschiedenen Zytokin-Genen (z. B. GM-CSF,
IL-2, IL-4), Kostimulationsgenen wie B7-1 oder MHC-Genen transduziert bzw.
transfiziert werden und somit ihre Immunogenitat gesteigert wird (133, 130, 9,
98).
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41.24 DC-Vakzine

Patienten mit Tumoren leiden haufig an einer Reifungs- oder Funktionsstorung
Dendritischer Zellen. Diese kann durch |6sliche Wachstumsfaktoren (VEGF)
verursacht werden (57). Dies liefert die Grundlage zur Idee, Dendritische Zellen
bereits ex vivo zur Antigenprasentation anzuregen. Um dies zu erreichen,
werden unreife DC aus dem peripheren Blut separiert (51). Es ist u. a. aber
auch moglich CD34"-Vorlauferzellen in vitro ausdifferenzieren zu lassen (13).
Eine Stimulation Dendritischer Zellen mit dem Ziel einer Antigenprasentation,
erfolgt via Konfrontation mit Tumorzelllysaten, Tumorproteinextrakten,
Integration von Antigen-DNA oder durch Tumorantigene, welche an spezifische
DC-Antikorper gebunden sind (115, 112, 68, 24). Des Weiteren kann anhand
Dendritischer Zellen eine gute antitumorale Wirkung erzielt werden, deren
Erbmaterial durch Transfer von Zytokin-Genen oder B7-Genen genetisch

verandert wurde (5).

41.3 passive Immuntherapie

1) Transfer von Zellen, welche zuvor in vitro gegentber einem bestimmten

Antigen sensibilisiert wurden (urspringliche oder geklonte Populationen).

2) Transduktion von Effektorzellen (oder Dendritischen Zellen) mit Genen,
welche fur T-Zell-Rezeptoren, die das spezifische Antigen erkennen,
kodieren (123).

4.1.3.1 Zelltherapie

Bei dieser adoptiven Immuntherapie steht die Isolierung, /n-vitro-Expansion und
Ruckubertragung von spezifisch antitumoral wirkenden Immunzellen im
Vordergrund. Hierzu mussen periphere mononukleare Zellen (PMBC) aus dem
Blut oder tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL) aus Tumorresektaten
gewonnen und anschlie®end in vitro unter dem Einfluss hoher Dosen an IL-2
kultiviert werden. Im Anschluss daran werden diese Zellen wiederum, unter

gleichzeitiger Gabe von IL-2, systemisch oder lokal in den Tumor reinjiziert (2,
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25). Seit neuestem wird versucht, eine Steigerung der antitumoralen Aktivitat
von LAK-Zellen durch gemeinsame Kultivierung mit antigen-spezifischen DC zu
erzielen (55, 155).

4.1.3.2 Antikorper-Therapie

Haufig werden radioaktive oder zytotoxische Substanzen (Toxine oder
Chemotherapeutika) an spezifische Antikérper gebunden, welche somit direkt in
die Nahe von Tumorzellen gelangen, ohne dabei gesundes Gewebe zu
beschadigen. Auch Effektorzellen, wie z. B. CTL und NK-Zellen, kdnnen durch
den Einsatz von Antikérpern enger an Tumorzellen gebunden werden. Dies
geschieht durch die kovalente Bindung von Antikorpern, welche gegen ein
Tumorantigen gerichtet sind, an Antikorper, welche gegen ein Membranprotein
der Effektorzellen gerichtet sind (2, 25). Haufig werden monoklonale Antikdrper
nicht-humanen Ursprungs verwendet. Auf diese Weise wird eine rasche
Reaktion des Immunsystems des Patienten erreicht, indem diese Fremd-
proteine sehr schnell abgefangen und phagozytiert werden.

Ein hinderlicher Aspekt dieser Therapieform ist allerdings die Tatsache, dass
durch eine mehrmalige Behandlung, aufgrund der bereits erreichten Aktivierung
des Immunsystems gegenuber diesen Antikérpern, keine weitere Steigerung
erzielt werden kann. Doch auch hier gibt es mittlerweile die Moglichkeit, mit
Hilfe rekombinanter DNA-Technologie sog. chimare Antikorper zu produzieren,

welche vom Immunsystem nicht mehr abgefangen werden kdnnen (67).

4.2 Modulierung der Immunabwehr gegenuber Krebszellen

421 Inaktivierung von Onkogenen

Dieses sehr effektive gentherapeutische Prinzip basiert auf der Hemmung
haufig in  neoplastischen Zellen vorkommender  Aktivierungs- und
Amplifizierungsvorgange. Dies erfolgt in Form einer punktgenauen Unter-
brechung der DNA-Sequenzen, welche fur diese kodieren. Demzufolge kann
eine Hemmung der DNA-Transkription der entsprechenden Gene durch
Verwendung von Oligonukleotiden, welche spezifisch an Promotorregionen der
Onkogene binden, erzielt werden. Durch den Einsatz von Antisense-Oligo-
nukleotiden ist es z.B. moglich, eine Storung der mRNA-Translation zu
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bewirken. Diese Oligonukleotide binden komplementar an die entsprechenden
Sequenzen der mRNA und bilden Uber bestimmte Abschnitte einen
Doppelstrang. Auf diese Weise kdnnen sie von intrazellularen Enzymen erkannt
und zerstort werden. Daruber hinaus ist es aber auch moglich, die Funktion
oder den Transport von Onkoproteinen derart zu beeinflussen, dass essentielle
Zellablaufe nicht mehr moglich sind. Dies ist z. B. durch die intrazellulare
Expression sog. ,intrabodies* (spezifischer Antikérper) moéglich, da diese Anti-

korper eine Neutralisierung der Onkoproteine bewirken (71).

4.2.2 Hemmung der Tumorangiogenese

Jedes Gewebe im Korper und somit auch eine neoplastische Umfangs-
vermehrung ist auf eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Nahr-
stoffen angewiesen. Findet eine ,Erndhrung“ des Tumorgewebes statt, ist es in
der Lage zu wachsen. Um dies sicher zu stellen, muss bei jeder Grolien-
zunahme eine adaquate Neovaskularisation erfolgen, damit angereichertes Blut
den Tumor versorgen kann.

Aus diesem Grund werden von Tumoren Angiogenese-Mediatoren, wie der
VEGF (,vascular-endothelial-growth-factor”) oder der bFGF (,basic-fibroblast-
growth-factor”), sezerniert. Der VEGF wirkt spezifisch auf endotheliale Zellen,
indem er eine Neovaskularisation mediiert und ein Tumorwachstum und eine
Metastasierung initiiert. Obgleich in der Humanmedizin eine hohe
VEGF-Konzentration mit einer schlechten Prognose behaftet ist, liegen
diesbezuglich beim Hund nur wenige Informationen tber Plasma-VEGF vor.
Beim oralen malignen Melanom des Hundes wurden allerdings im Vergleich zu
anderen Tumortypen verhaltnismalig hohe Konzentrationen gemessen. Man
geht davon aus, dass das Ausmald der caninen Plasma-VEGF-Konzentration
von dem Histologietyp des Tumors abhangig ist, wobei bei aggressiveren
Tumoren héhere Konzentrationen messbar waren (149).

Hier liegt der Angriffspunkt. Hemmt man die Wirkung dieser Faktoren (die hier
verwendeten Methoden wurden bereits unter 4.2.1 genannt), verhungert der
Tumor. Dies kann auch auf natlrliche Weise, also durch das Einbringen von

Genen erreicht werden, welche flr natlrliche Angiogenese-Inhibitoren
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(z. B. Angiostatin und Endostatin) kodieren. Gesundes Gewebe bleibt bei dieser
Verfahrensweise unbeeinflusst (49, 128).

Auch der Einsatz von IL-12 (siehe 7.1.1.11) zeigte Erfolge bei der Behandlung
von Hamangiosarkomen (in vitro: an einer caninen Hamangiosarkom-Zelllinie,
in vivo: am SB-Hamangiosarkom bei Mausen). Da es sich bei IL-12 um ein
Zytokin mit immunstimulierender und antiangiogenetischer Wirkung handelt,
konnte hier sogar bei einer Art von Tumor, der sich durch eine starke
Vaskularisation auszeichnet, eine Unterdrickung der Neovaskularisation und

des Tumorwachstums erreicht werden (4).

4.2.3 Ersatz defekter Tumorsuppressor-Gene

Tumorsuppressor-Gene kodieren fur Proteine, die in den Zellzyklus einwirken
und DNA-Reparaturen durchfuhren. Zu diesen Tumorsuppressor-Genen zahlt
man z. B. das p53-Gen. Dieses Gen fungiert als Regulator bei Zellzyklus-
Vorgangen und beim Ablauf einer Apoptose. Auch das Retinoblastom-Gen
(Rb-Gen), welches in Zellzyklus und Zelldifferenzierung involviert ist, das
p16INK/CDKN2, welches am Zellzyklus beteiligt ist, und das PTEN-Gen
(,ohosphatase-and-tensin-homolog-gene*), welches sich regulierend auf das
Uberleben der Zellen auswirkt, sind in diesem Zusammenhang zu nennen (71).
In klinischen Studien konnte auch durch Einschleusung sog. ,Wild-Typ-
Kopien® (Genkopien mit normaler Sequenz), bezuglich einer effektiven
Wachstumshemmung oder der Herbeifuhrung eines Zelltodes neoplastischer

Zellen, gute Ergebnisse erzielt werden (12, 129, 102).

4.2.4 Einschleusen von ,,Suizid-Genen“ in die Tumorzelle

Bei dieser Therapieform werden Gene, welche fur bestimmte Enzyme kodieren,
direkt in den Tumor eingebracht. Diese Enzyme sollen in den nun transfizierten
Tumorzellen ungiftige, systemisch verabreichte ,pro-drugs” in ihre aktive Form
uberfuhren. Da beim Einsatz von Chemotherapeutika nicht nur maligne,
sondern auch gesunde Korperzellen geschadigt werden, ist es auf diese Weise
mdglich, gesunde Zellen zu schitzen und somit die z. T. sehr heftigen Neben-
wirkungen einer chemotherapeutischen Behandlung zu umgehen (160). Der
Umwandlungsprozess in die zytotoxische Form findet also nur in der
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Tumorzelle statt. Als vorteilhaft erweist sich hierbei die Tatsache, dass bei
diesem Verfahren nicht nur transfizierte, sondern auch genetisch unveranderte
Tumorzellen der Substanzwirkung ausgeliefert sind. Begriindet wird dies durch
den sog. ,bystander effect”, welcher auch eine Ubertragung (via ,gap junctions®)
dieser zelltoxischen Substanzen auf direkt angrenzende Tumorzellen erlaubt.
Beide Tumorzelltypen werden allerdings erst nach Erreichen einer ausreich-
enden Konzentrationsmenge abgetotet. Der Einsatz der Herpes-simplex-Virus-
Thymidin-Kinase, die Behandlung mit Ganciclovir und das Einschleusen des
Cytosin-Deaminase-Gens mit folgender systemischer Verabreichung von

5-Fluorocytosinen basieren auf diesem Verfahren (106, 111, 54).

4.2.5 Transfer von ,,drug-resistance-Genen*

Der Transfer von sog. ,drug-resistance-Genen“ bewirkt einen Schutz von
Knochenmarksstammzellen und Vorlauferzellen, welche im Rahmen einer
Chemotherapie oft sehr stark in Mitleidenschaft gezogen werden, was klinisch
in einer Myelosuppression resultiert. Diese Zellen sollen durch dieses Verfahren
gegenuber den toxischen Substanzen unempfindlich gemacht werden.
Anwendung findet z.B. das MDR-Gen-1 (,multi-drug-resistance-gene-1%),
welches in Knochenmarkszellen eingeschleust wird und mogliche Neben-
wirkungen einer Chemotherapie (auch in effektiveren Dosierungen) abfangt (23,
69).

Auch der Transfer des Gens fur Aldehyd-Dehydrogenase-1 und mutierte
Dihydrofolat-Reduktase in hamatopoetische Vorlauferzellen resultiert in einer
Resistenz dieser Zellen gegeniber den chemotherapeutischen Wirkstoffen

Cyclophosphamid bzw. Methotrexate (140).

4.3 Vektoren des Gentransfers

Vektoren (Genfahren) dienen der Einschleusung von therapeutischen Genen in
entsprechende Zielzellen. Dabei kann die Wahl des Vektors fur den Erfolg der
Gentherapie ausschlaggebend sein. AulRerdem muss beim Einsatz des
jeweiligen Vektors beachtet werden, ob es sich bei der Tumorbehandlung um
eine Ex-vivo- oder In-vivo-Therapie handelt und welche Zielzellen man zu
transduzieren bzw. transfizieren beabsichtigt.
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Ein hierfir verwendeter Vektor sollte folgende Anforderungen erflllen: hohe
Effizienz, hohe Selektivitat und fehlende Immunogenitat. Abgesehen davon
sollte auch ein Gentransfer in postmitotische Zellen moglich und eine
ausreichend lange Genexpression gewahrleistet sein. Zudem sollte eine hohe
Aufnahmekapazitat von Transgenen vorhanden sein und der Vektor darf nur
eine mdglichst geringe pathogene Wirkung auf Zellen des Wirtsorganismus
haben. Je nach Vektoreinsatz wird zwischen einem viralen und non-viralen

Gentransfer unterschieden (63).

431 Viraler Gentransfer

Viren sind Organismen, die ihre Gene in infizierte Zellen integrieren kénnen.
Beim viralen Gentransfer macht man sich genau diese Fahigkeit zunutze.
Allerdings finden in der Gentherapie gewohnlich replikationsdefekte Viren als
Vektoren Anwendung. Diese Umwandlung erfolgt durch Herausschneiden der
entsprechenden Gensequenzen aus dem Virusgenom, welche danach mit
denen des therapeutischen Gens ersetzt werden. Demnach wird eine Bildung
funktionsfahiger Viruspartikel unmoglich. Aus diesem Grund werden sog.
Helfer- oder Verpackungszelllinien verwendet, welche genetisch so verandert
wurden, dass sie weiterhin in der Lage sind, die fehlenden Wildtyp-Gene zu
exprimieren. Diese Helferzelle, nun infiziert mit dem replikationsdefekten Virus,
stellt dem Virus alle fehlenden Replikationsproteine zur Verfugung. Das
Ergebnis ist ein komplettes Viruspartikel. Dieses kann sich zwar nicht mehr in
Zellen vermehren, ist aber sehr wohl in der Lage, eine Zielzelle zu infizieren.
Vor dem klinischen Einsatz muss mit Hilfe sensitiver biologischer Tests die
Anwesenheit replikationsfahiger Viren (hervorgerufen durch Mutationen)
ausgeschlossen werden (41, 10).

Biologisch inaktive virale Vektoren kdnnen im Patientenorganismus sowohl eine
zell-vermittelte, als auch eine humorale Immunantwort induzieren (75). Die
zellulare Immunitat ist v. a. durch die Anwesenheit von CD8"-T-Zellen gepragt,
welche durch virale Proteine des Vektors aktiviert wurden. Die Dauer der
Genexpression ist von der Immunkompetenz des Patienten abhangig. Daher
zeigten sich in vergleichenden Untersuchungen hinsichtlich der Dauer der
Genexpression in immunkompetenten sowie immunsupprimierten Tieren deut-
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liche Unterschiede. Ist das Immunsystem intakt, kommt es in klrzester Zeit zu
einer CTL-vermittelten Lyse der transduzierten Zellen.

Bei der Verwendung viraler Vektoren, die keine Integration des Transgens in
das zellulare Genom bewirken, ist es von Nachteil, dass nach Lyse der
transduzierten Zellen, was folglich zum Stillstand der therapeutischen Gen-
expression fuhrt, haufig ein Gentransfer wiederholt werden muss. Eine weitere
Einschrankung ergibt sich auch aus der Bildung neutralisierender Antikorper
seitens einer humoralen Immunantwort. Demzufolge fuhrt die wiederholte
Applikation viraler Vektoren des gleichen Serotyps zu keinem therapeutischen
Erfolg, da oft keine weitere Genexpression stattfindet (34).

Darliber hinaus muss beachtet werden, dass vom Gesetzgeber besondere
Auflagen erhoben wurden (Gentechnikgesetz), da es sich bei viralen Vektoren
um potentielle Pathogene handelt. Diese Auflagen gestalten den Einsatz viraler

Vektoren in der Tierarztpraxis als schwierig.

4.3.1.1 Retroviren

Um dieses Virus nutzbar zu machen, entnimmt man ihm die fur ihn
charakteristischen gag-, pol- und env-Gene, welche fir die Kodierung flr
Strukturproteine, die reverse Transkriptase und Kapsidproteine stehen. Auf
diese Weise wird eine Steigerung der Transgen-Aufnahmekapazitat um bis zu
10 kBp erzielt. Er zeichnet sich aus durch seine hohe Transduktionseffizienz
und durch die Fahigkeit einer stabilen und lang andauernden Expression eines
Transgens, die durch dessen Integration in das Wirtszellgenom mit folgender
Weitergabe an neue Zellgenerationen erreicht wird. Allerdings ist dieser
Integrationsvorgang von zufalliger Natur. Dabei kann es geschehen, dass
Regulatorgensequenzen der Wirtszelle unterbrochen und folglich funktions-
unfahig oder gar aktiviert werden. Kommt es durch derartige Vorgange zu einer
krebsartigen Entartung der Zelle so wird dies als Insertionsmutagenese
bezeichnet (61). Der Gebrauch von Retroviren, mit Ausnahme der Lentiviren,
wird allerdings durch die Tatsache limitiert, dass sie ausschliel3lich sich teilende

Zellen zu transduzieren vermagen (41).

-25 -



Schrifttum
Immunstimulation als Krebstherapie

4.3.1.2 Adenoviren

Bei Adenoviren handelt es sich um unbehtllte Einzelstrang-DNA-Viren, welche
sowohl sich teilende, als auch ruhende Zellen infizieren kdnnen. Eine Vermeh-
rungsunfahigkeit wird bei diesen Viren durch Entfernung der E1-Region
(,early-region-1“) erreicht. Eine Transgen-Aufnahmekapazitat von bis zu 30 kBp
kann durch Entfernung der E2-, E3- und E4-Region erzielt werden (131).

Im Gegensatz zu Retroviren kann bei Adenoviren nur eine relativ kurze
Gen-Expression (1 -2 Monate) nach Durchfihrung des Gentransfers bewirkt
werden, da sich ihr Virusgenom nicht in das der Wirtszellen integriert (41). Der
Einsatz von Adenoviren als Vektoren ist allerdings beschrankt, da sie eine hohe
Immunogenitat aufweisen und somit wiederholte Applikationen nach einer
erfolgten Sensibilisierung zu keiner oder einer zumindest eingeschrankten

Transgenexpression flihren (158).

4.3.1.3 Adeno-assoziierte Viren

Diese zur Familie der Parvoviren zahlenden Viren sind, um sich vermehren zu
konnen, auf ein Helfervirus (meist ein Adenovirus) angewiesen. Dennoch
konnen auch sie sowohl ruhende, als auch sich in Mitose befindende Zellen
infizieren. Ahnlich den Retroviren kommt es auch hier zur Integration in das
Genom der Wirtszelle, so dass durch ihren Gebrauch als Vektoren eine lange
Transgenexpression erreicht werden kann (86).

Im Gegensatz zu Adenoviren, wird durch den Einsatz dieser Viren keine
gesteigerte Immunreaktion im Wirtsorganismus ausgelost (162). Dennoch ist
ihre geringe Transgen-Transportkapazitat (<4,7 kBp) im Rahmen einer

Vektorenfunktion als durchaus nachteilig zu bewerten (131).

4.3.1.4 Andere virale Vektoren
Interessant gestaltet sich der Einsatz von Herpes-simplex-Viren, da diese Viren
Nervenzellen zu transduzieren und daruber hinaus sehr groRe Transgene

(bis zu 50 kBp) zu transportieren vermégen (80).
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Auch das zu den Poxviren zahlende Vaccinia-Virus ist in der Lage, Transgene
von einer Grole bis zu 25 kBp zu transportieren. In der Humanmedizien wird es
wegen seiner starken Immunogenitdt und dem Vorhandensein impfbedingter
Antikorper nur begrenzt als Vektor eingesetzt (118, 74).

Des Weiteren werden als virale Vektoren Epstein-Barr-Viren, Bacculoviren,

a-Viren oder Polioviren eingesetzt (21, 70, 10, 94).

4.3.2 Non-viraler Gentransfer

Bisher fanden im Rahmen der Gentherapie v. a. virale Vektoren ihren Einsatz.
Die erzielbaren Transduktionsraten und die doch relativ lange andauernde
Genexpression sprachen fir sich. In diesen Punkten besteht eine klare
Uberlegenheit gegeniiber dem Einsatz non-viraler Vektoren.

Doch der Gebrauch von Viren als Genfahren brachte auch Nachteile, welche
sich maldgeblich auf den Erfolg einer Gentherapie auswirkten. Wie bereits
erwahnt (siehe 4.3.1.1), kbnnen manche Viren eine Insertionsmutagenese
hervorrufen, welche zur Schadigung des Patienten fuhren kann. Als limitierend
wirkte sich auch der hohe organisatorische (Gewinnung und Lagerung) und
finanzielle Aufwand aus, welcher mit der Herstellung und Anwendung viraler
Vektoren verbunden ist. lhr Einsatz in der Tiermedizin ist daher auch
problematisch. Aus diesem Grund wurden in den letzten 15 Jahren neue
Verfahren (non-virale Vektoren) entwickelt und eingesetzt, welche den Transfer
neuer Gene oder den Ersatz defekter Gene ermdglichen und eine
therapeutische Wirkung Uber eine gewisse Zeitspanne hinweg sicherstellen.
Zu diesem Zweck wurde nun ein ringférmiges doppelstrangiges DNA-Molekll
bakteriellen Ursprungs (Plasmid) verwendet, in welchem das therapeutische
Gen in Form einer Ligation verankert wird. Formen dieser non-viralen Gen-

transfersysteme haben sich bis heute in der molekularen Medizin bewahrt.

4.3.21 In-vivo-Gentransfer nackter DNA
Anfang der 90er Jahre gelang erstmals mit Hilfe der Durchflhrung eines
Gentransfers mittels direkter Verabreichung von Plasmid-DNA (pDNA) die

Induktion einer Genexpression im Muskelgewebe von Mausen (152).
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Infolgedessen fand in verschiedenen Studien auch die intratumorale oder
systemische Applikation nackter DNA Anwendung (157, 95).
Als Grundlage wird ein aktiver, rezeptor-vermittelter Prozess diskutiert, welcher
in vivo eine zellulare Aufnahme nackter pDNA ermaglicht (26). Diese Art des
Gentransfers zur Einschleusung eines Transgens in die Wirtszelle wird als
ungefahrlich  eingestuft. Bei dieser Methode ist nur ein geringer
Expressionslevel zu erwarten. Dies ist bedingt durch die Tatsache, dass die
ungeschutzte DNA einer Vielzahl von Nukleasen und dem mononuklearen
Phagozytensystem ausgesetzt ist (35).
Zur Erzielung einer hoheren Transfektionsrate und langeren Genexpression
wird der Gentransfer in der Regel mit verschiedenen physikalischen
Manipulationsverfahren (Elektroporation, Ultraschall, partikel-mediierter Gen-
transfer, ,high-pressure-Injektion“) kombiniert.
Die Elektroporation ist ein Verfahren, welches nach Injektion der DNA auf der
Erzeugung eines kontrollierten elektrischen Feldes mit Hilfe von Elektroden
basiert. Auf diese Weise sollen eine Erhohung der Zellpermeabilitat und somit
auch eine gesteigerte Aufnahme genetischen Materials in die Zelle erzielt
werden (134). Der Einsatz von Ultraschall basiert auf einem ahnlichen Prinzip,
da in diesem Fall Ultraschallwellen einen vermehrten Durchlass von
Makromolekulen (z. B. pDNA) bewirken und dadurch eine Genexpression
gesteigert werden kann (8, 113). Eine weitere attraktive Methode ist der
partikel-mediierte Gentransfer (,gene gun®). Bei diesem System werden
ca. 1-3 pm grolde Goldpartikel verwendet, welche mit DNA ummantelt sind.
Diese Partikel werden nun, angetrieben durch eine Heliumschockwelle, auf das
Gewebe geschossen. Die mikroskopisch kleine Grofle dieser Goldpartikel
verursacht eine Verletzung der Gewebsoberflache (78). Die Eindringtiefe ist
dabei von der Partikelgeschwindigkeit und von der Schussentfernung abhangig.
Je nachdem konnen verschiedene Hautschichten, aber auch Muskelschichten
(allerdings erst nach chirurgischer Vorbereitung) erreicht werden. Die DNA wird
somit also direkt in die Zelle ,geschossen® und eine Genexpression induziert
(156, 78, 144). Die ,high-pressure-Injektion“ hingegen basiert, wie der Name
schon sagt, auf einer schnell erfolgenden intratumorale Applikation einer
grol3volumigen DNA-LOsung. Durch den entstehenden Druck sollen Gefald-
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endothelschranken durchbrochen und die DNA im Gewebe platziert werden
(95).
4.3.2.2 Lipid-vermittelte Gentransfersysteme
Der lipid-vermittelte Gentransfer, auch Lipofektion genannt, beruht auf einer
Ummantelung von DNA mit Lipiden. Obgleich neutrale und anionische Lipide
eine geringere Toxizitdt zeigen und sich biologisch als besser kompatibel
erweisen, eignen sie sich nur bedingt als Vektoren, da sie nur schlecht mit der
negativ geladenen DNA interagieren. Daher finden v. a. kationische Lipide in
dieser Gentransfermethode Anwendung (45). Die positiv geladenen Lipide
bilden mit der negativ geladenen DNA einen Komplex (Lipoplex). Auf diese
Weise wird die DNA auch vor physikalischen und enzymatischen Einflissen
geschutzt. Man versucht bei der Bildung von Liposom/DNA-Komplexen, einen
positiven Ladungsuberschuss zu erreichen, damit die Komplexe besser an die
negativ geladene Zellmembran binden konnen (93). Haufig wird zur
Komplexstabilisierung und Toxizitatsreduktion ein neutrales Kolipid wie DOPE
(Dioleoylphosphatidylethanolamin)  eingesetzt, @ welches mit DOTMA
(1,2-Dioleoyloxypropyl-3-Trimethylammoniumchlorid;  Lipofektin®), =~ DOSPA
(2,3-dioleyloxy-N-[2-(spermin-carboxoamido)ethyl]-NNdimethyl-propanaminium
trifluoroacetat;  Lipofektamin ©), DOTAP  (1,2-Dioleoyloxy-3-Trimethyl-
ammoniumpropan), DMRIE (2-Dimyristyloxypropyl-3-Dimethylhydroxyethyl-
ammoniumbromid) oder DC-Cholesterol vermischt wird (46).
Das Grundgerust aller verwendeten kationischen Lipide ist aus vier
verschiedenen Teilen zusammengesetzt: einer positiv geladenen Kopfgruppe,
einer unterschiedlich langen Lipidkette, einem Verbindungsstick und einem
hydrophoben Anker. Dies ermdglicht die Bindung der Lipid/DNA-Komplexe an
die Zellmembran, wobei vermutlich v.a. Proteoglykane, welche auf der
Zellmembranoberflache lokalisiert sind, von Bedeutung sind (109). Man nimmt
an, dass die endgultige Aufnahme der Komplexe ins Zellinnere via Endozytose
bewerkstelligt wird (161). Daraufhin wird die DNA aus dem Endosom freigesetzt.
Es kommt zur Diffusion negativ geladener Lipide der Endosommembran in den
Lipoplex und gleichzeitig auch zu einer Destabilisierung des Lipid/DNA-
Komplexes, bedingt durch die Tatsache, dass im Inneren des Endosoms ein
alkalischer pH-Wert vorherrscht. Die negativ geladenen Lipide konkurrieren mit
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der ebenfalls negativ geladenen DNA um die positiven Ladungen. Dies bewirkt
die Destabilisierung der Endosommembran, aber auch die Freisetzung der DNA
aus dem Lipidmantel (154). Damit nun ein Einbau der Fremd-DNA in die Wirts-
DNA mit anschliel3ender Transkription des therapeutischen Gens erfolgen kann,
muss die nun freigelegte Plasmid-DNA in den Zellkern aufgenommen werden.
Dies geschieht Uber ,Kernporen“, welche Molekile von einer GroRe bis zu
40 kD problemlos passieren lassen. GroRere Moleklle, wie die pDNA,

bendtigen hierfur ein Transportprotein (Kernporen-Komplex) (38, 161).

4.3.2.3 Polymer-Gentransfersysteme

Bei diesen Systemen werden kationische Polymere verwendet, deren positiv
geladene Aminogruppen mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA
reagieren. Die dabei entstehenden elektrostatischen Krafte bewirken eine
spontane Polymer-DNA-Komplexbildung (Polyplex). Diese Komplexe weisen
nur eine Molekulgréfie von 50 - 100 nm auf, da es bei diesem Vorgang zu einer
Reduktion der DNA-Gro3e kommen kann (20, 151).

Seit Ende der 80er Jahre wurde ein ganzes Repertoire von Polymeren, wie
z. B. Poly(L-)Lysin (PLL), Polyethylenimin (PEI), Chitosan (Polysaccharid aus
D-Glucosamin und N-acetyl-DGlucosamin) und verschiedene Dendrimere als
Hullstoffe fur Genvektoren entwickelt (153, 64). Manche Polymere (z. B. PLL)
konnen nach Aufnahme des Polyplexes in die Zelle die DNA nicht aus dem
Endosom freisetzen. Daher werden in diesen Fallen inaktivierte Adenoviren
oder das fusogene Peptid 'INF 7 (Derivat des HA-2 Peptid des Influenzavirus)
zugeflgt und somit ein endosomolytischer Effekt erzielt (119, 149). Dies kann
auch durch den Einsatz des lysosomotropen Medikaments Chloroquin
(Chininderivat) erreicht werden (103), da es die DNA-Passage durch die
Lysosommembran fordert. PEI und die Dendrimere verfligen uber einen
endosomolytischen Mechanismus. Dieser basiert auf der Entstehung eines
lonenungleichgewichts im Endosominneren, wodurch es zur Schwellung
(Einstrom von Wasser) und folglich zur osmotischen Lyse des Endosoms
kommt (81).

Allerdings kann auch hier der Uberschuss an positiver Ladung zu Problemen
fuhren, welche durch die Entwicklung einer Toxizitat und einer Transfektions-
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ineffizienz gekennzeichnet sind. Obgleich dieser Uberschuss zu einer
effektiveren Bindung an die Zellmembran beitragt, kann es auch zum Ausfallen
der DNA-Komplexe kommen, da diese positiv geladenen Polyplexe unter
physiologischen Salzkonzentrationen sowie bei Kontakt zu Blutbestandteilen
(z. B. Albumin) zur Aggregatbildung neigen (82). Daher werden die Polyplexe in
der Regel mit einem schiutzenden Hullpolymer (aus Polyethylenglycol) umman-

telt und somit eine neutrale Nettoladung erzielt (50).

4.4 Drug-targeting

Unter dem Begriff ,,drug-targeting” versteht man die zielgerichtete Applikation
eines Medikaments. Auf diese Weise sollen systemische Nebenwirkungen
reduziert werden. Im Rahmen der Gentherapie ist eine moglichst hohe
Vektorkonzentration im Zielgewebe erwlnscht, da nur so eine Genexpression

effektiv erfolgen und ein therapeutischer Erfolg erzielt werden kann (147).

441 Zellspezifisches drug-targeting

Zur Beschrankung der Transgenexpression auf bestimmte Zielzellen kdnnen
gewebespezifische Promotoren in non-virale und virale Vektoren integriert
werden. Dabei handelt es sich um DNA-Sequenzen, die zwar von zell-
spezifischen Faktoren abhangig sind, aber die Fahigkeit besitzen, die
Ablesehaufigkeit durch die RNA-Polymerase zu bestimmen (147). Daruber
hinaus ist es moglich, die Affinitdt des Vektors gegenlber der Zielzelle zu
beeinflussen.

Bei der Verwendung viraler Vektoren ist die Transduktion der Zielzelle vom
naturlichen Tropismus des Virus abhangig. Bei non-viralen Vektoren allerdings
kann der Transfektionsvorgang durch den Einbau zellspezifischer Liganden

(z. B. Transferrin) deutlich gesteigert werden (65).

442 Lokoregionares drug-targeting

Soll ein Gentransfer erfolgen, der nicht nur auf bestimmte Zellen, sondern auf

ein bestimmtes Gebiet im Patientenkérper beschrankt werden soll, finden

Verfahren wie die Magnetofektion Anwendung. Hierbei erfolgt in vitro eine

Assoziation der Genvektoren mit magnetischen Nanopartikeln. Diese werden
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lokal oder systemisch appliziert und einem von aul3en einwirkenden Magnetfeld
ausgesetzt. Auf diesem Wege koénnen Vektoren in einem bestimmten Korper-
kompartiment angereichert und somit der lokale Gentransfer gesteigert werden
(124).

In einer ahnlichen Weise kdnnen auch Biomaterialien (z. B. Kollagenschwamme,
siehe unter 7.2.2) als Arzneistofftrager oder Trager von Genvektoren eingesetzt
werden (136). Abgesehen von nackter Plasmid-DNA kénnen Polyplexe,
Lipoplexe und Adenoviren auf Kollagenschwamme verbracht werden (116).
Dabei wurden in vitro und in vivo die besten Gentransfer-Ergebnisse mit
Kollagenschwammen erzielt, die mit Kopolymer umhilliten Genvektoren
beladen sind (125).

Der gentherapeutische Einsatz von Kollagenschwammen in der Onkologie
zeichnet sich v. a. durch eine protrahierte DNA-Freisetzung aus. Nach der
chirurgischen Exzision des Tumors, wird der mit Genvektoren beladene
Kollagenschwamm in die Operationswunde eingesetzt. In den folgenden Tagen
beginnen v. a. neutrophile Granulozyten und Fibroblasten sich im Randbereich
des Kollagenschwamms anzusiedeln. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer
Vermehrung dieser Zellen und zur Einwanderung entlang der Kollagenfasern in
das Schwamminnere. Uber einen Zeitraum von ca. einem Monat ist der GroRteil
des Kollagenschwammes resorbiert und die DNA steht in dieser Zeit der
Transfektion zur Verfugung (79).
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Zusammenfassung

In der molekularen Medizin konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden,
wodurch die Entstehung von Neoplasien erklarbar und die Behandlung moglich
wurde. Ineinem gesunden Organismus unterliegen die Zellen einer
Wachstumskontrolle. Die sog. .immunosurveillance-theory” liefert wichtige
Ansatze zur Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen Tumor und
Immunsystem. Tatsachlich konnen manche Tumorzellen vom Immunsystem
eliminiert werden, es kann sich aber auch ein Gleichgewicht (equilibrium)
zwischen dem Tumor und dem Immunsystem entwickeln. Wachst der Tumor,
so nennt man dies ,tumour escape” (19, 141). Im Zuge einer Elimination
reagieren NK-Zellen auf sog.,danger signals“. Diese Signale zeigen eine
Zelltransformation an, induzieren eine lokale Entzindung und aktivieren
antitumoral wirksame Effektorzellen (19).

Die eigentlichen Effektorzellen der Tumorimmunitat sind CD4*-T-Lymphozyten,
CD8*-T-Lymphozyten und Natirliche Killerzellen (NK-Zellen). CD4'- und
CD8"-T-Lymphozyten sind auf die Aktivierung durch antigen-prasentierende
Zellen (z. B. B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen) angewiesen.
B-Zellen, Antikdrper, neutrophile Granulozyten und der Tumor-Nekrose-Faktor
spielen hierbei meist nur eine untergeordnete Rolle (41).

Im Laufe der Zeit wurden ausgefeilte Strategien entwickelt, welche eine
nicht-spezifische aktive Immunstimulation (,biological response modifiers), eine
spezifische aktive Immunstimulation (,cancer vaccines®) und eine passive
Immunstimulation (in Form einer Zell- oder Antikérper-Therapie) ermdglichten.
Hierbei werden Vektoren verwendet, welche viraler (u.a. Adenoviren,
Adeno-assoziierte Viren, Retroviren und Poxviren) und non-viraler
(z. B. In-vivo-Gentransfer nackter DNA, lipid-vermittelte Gentransfersysteme)

Natur sind.
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5. Kanon zur Beurteilung klinischer Studien

Ziel der klinischen Forschung ist die Entwicklung einer verbesserten Methode
der Diagnostik und der Behandlung von Krankheiten.

Eine klinische Forschungsstudie hat die Aufgabe eine neu entwickelte Methode
zu erproben und ihre Effektivitat zu bewerten. Dies erfordert eine sorgfaltige
Planung, eine ordnungsgemafe Durchfuhrung, eine gewissenhafte Dokumen-
tation sowie die Rechtfertigung von Vorteil und Nutzen der zu testenden
Methode (2). Die genaue ProtokollfUhrung (anhand einheitlicher Protokoll-
Vordrucke) ist ein wichtiger Bestandteil jeder klinischen Studie. Eine tierarzt-
liche Protokollierung hat nach jeder Untersuchung zu erfolgen (4).

Einen Leitfaden hierfur stellt die Organisation ,The European Agency for the
Evaluation of Medical Products - Veterinary Medicines and Information
Technology Unit. Es handelt sich hierbei um ein trilaterales Programm
(EU-Japan-USA), das u. a. eine Richtlinie Uber die Grundsatze der sog. ,good
clinical practice” (GCP) stellt (CVMP/VICH/595/98-FINAL; London, 4 July 2000;
VICH Topic GL9 (GCP); Internetadresse: www.vich.eudra.org).

Ein neuartiges Behandlungsverfahren erfordert, dass eine Studie Antworten zu
folgenden Punkten findet:

1) Wirksamkeit, Dosierung, Vertraglichkeit und Unbedenklichkeit;

2) Nebenwirkungen (z. B. lokale Reaktionen, Reaktionen des Gesamt-

organismus, allergische Reaktionen).

Das Erfassen und Bewerten von Nebenwirkungen mit Hilfe der CTC-Tabelle
(Common Toxicity Criteria) des ,National Cancer Institute® ist in der Human-
medizin mittlerweile ein wissenschaftliches Standardverfahren. Auch in der
Tiermedizin ist ein solches Standardverfahren verfugbar (VCOG-CTCAE;
Lveterinary co-operative oncology group — common terminology criteria for
adverse events®) (3). Die Auswertung sollte anhand standardisierter Vergleichs-

parameter (z. B. Hamatologie, Serologie) erfolgen (4).
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Nicht jedes Studienergebnis ist eine zuverlassige Entscheidungsgrundlage, da
das Ergebnis das Resultat einer vorher festgelegten Studienmethode ist. Daher
ist die wissenschaftliche Beschreibung der Vorgehensweise zur Beurteilung und
Bewertung der Studie ausschlaggebend.
Eine Studie sollte demnach folgenden wissenschaftlichen Kriterien gerecht
werden:
1) auf statistischer Basis getroffene Fallzahlfestlegung in der Planungs-
phase;
2) Definition geeigneter Zielkriterien;
3) statistische Modellbildung und Hypothesenformulierung;
4) Planung und Durchflihrung der Randomisierung (inkl. Beschreibung von
Material und Methoden);
5) Strategien fur Zwischenauswertungen;

6) Endauswertungen (der gesamten Materialmenge).

Es sollte darauf geachtet werden, dass eine Phase-lI-Studie in Form einer
,Doppelblind-Studie® durchgefuhrt wird. Involviertes Personal (und Tierbesitzer)
.erwarten® je nach Behandlungsmodus (Therapiegruppe, Kontroligruppe) einen
bestimmten Studienverlauf. Die jeweilige Erwartung kann die Obijektivitat des
Betrachters hinsichtlich seiner Beurteilung und Bewertung hochgradig beein-

flussen (1).

Des Weiteren sollten zu Beginn der Studie gleichwertige Gruppen gebildet
werden (z. B. vorbehandelte Tiere, Prognose). In tiermedizinischen Studien
kann eine Ausgewogenheit der Gruppen aufgrund der oft zu geringen Teil-
nehmerzahlen meist nicht hergestellt werden. Diese Tatsache beeinflusst die
Aussagekraft der Ergebnisse erheblich, da ein direkter Vergleich der Ergeb-
nisse, aufgrund der unterschiedlichen Ausgangsituationen, nur bedingt moglich
ist (1).

Eine Studie sollte ,anwendungsorientiert® (d. h. das Verfahren sollte in der
Praxis reproduzierbar sein) sein und wissenschaftliche Ergebnisse liefern, auf

die sich die tierarztliche Praxis stutzen kann (1, 2).
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Statistische Auswertungsverfahren sind notwendig, damit eine intuitive
Abgrenzung zwischen Zufallseffekt und echtem Therapieeffekt bei der Beur-
teilung des Ergebnisses einer klinischen Studie ausgeschlossen wird (1, 2). Die
Ausgangsfrage kann nur durch statistische Auswertungsverfahren mit
quantitativ vorgegebener Sicherheit bzw. Zuverlassigkeit beantwortet werden.
Basis einer zuverlassigen Studie sollte das sog. ,VICH® (siehe oben) sein.

Die im Anschluss angeflihrten Studien werden nach dem genannten Kanon
beurteilt.
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B Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd

und Rind

Im Folgenden soll ein Uberblick Uber Therapieansatze gegen solide Tumoren
bei Hund, Katze, Pferd und Rind gegeben werden. Obgleich es sich beim
malignen Lymphom des Hundes nicht um einen soliden Tumor handelt, wird

dieser Tumortyp genannt, da er in der tierarztlichen Kleintierpraxis sehr haufig

vorkommt.

6. Ein Gesamtiiberblick der Tumoren, an welchen ein immun-

therapeutischer Ansatz angewandt wurde

Hund:

Tab. 2: Therapieansatze bei soliden Tumoren des Hundes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

malignes Melanom 1, 1L2.zellen: 66, 67
rhTNF und rhIL-2; 60
L-SEB/cIL-2 (oder GM-CSF); 17,35
C. parvum; 55, 48
L-MTP-PE (plus GM-CSF); 54
Piroxicam/Cisplatin; 6
Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF; 29
humane oder murine Tyrosinase,
murine Tyrosinase in Kombination mit hGM-CSF; 4
humanes gp100; 21, 1
hgp100-ATCV; 1
FasL; 5
VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium 81
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Tumor: Therapieansatz: Referenz:
Plattenepithelkarzinom rhTNF und rhiL-2; 60
Piroxicam (plus Cisplatin) 45,71,6
maligner Nervenscheidentumor | L-SEA/cIL-2 80
anaplastisches/ VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium); | 81
undifferenziertes Sarkom L-SEA/cIL-2 80
Osteosarkom IL-2 kodierende LDC-Infusion; 16
hiL-2-Liposom-Inhalation; 37
L-MTP-PE (plus Amputation der 93,48, 42,
Gliedmale und Cisplatin); 52,47, 83
BCG; 63
TALL-104-Zellen; 86
VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium); | 81
Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 12
Hamangiosarkom der Milz L-MTP-PE (plus Splenektomie und
Chemotherapie); 7,52, 84,83
Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 12
Hamangioperizytom VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 81
Rhabdomyosarkom VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 81
Myxosarkom VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 81
Mastzelltumor rhTNF und rhiIL-2 60
Sticker-Sarkom IL-2; 13
Piroxicam; 45
BCG 25
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Tumor: Therapieansatz: Referenz:
Fibrosarkom L-SEA/cIL-2; 80
hIL-2-Liposom-Inhalation; 37
Acemannan; 38
C. parvum, bakterielle Mischvakzine, alleine oder
in Kombination mit einer Chemotherapie; 48
Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF; 12
VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) 81
Ubergangsepithel- Piroxicam; 45, 46
karzinom der Harn- Piroxicam/Cisplatin; 44
blase Piroxicam/Mitoxantron 24, 58, 65
maligner rhTNF und rhIL-2; 60
Mammatumor L-MTP-PE; 79
BCG, C. parvum, Levamisol, 64, 49, 48,
PIND-ORF; 70,2
Tumorzell-Vakzine plus Neuraminidase 73
Adenokarzinom des Ad.CAGHSV-TK/GCV 56
Magens
Lungentumor (plus hIL-2-Liposom-Inhalation; 37
Metastasen) TALL-104-Zellen 10
Synovialzellsarkom rhTNF und rhIL-2 60
diverse Karzinome VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) 81

(siehe 13.1.2)
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Tumor: Therapieansatz: Referenz:
(malignes Lymphom rhTNF und rhiL-2; 60
bakterielle Mischvakzine, Levamisol; 51,48
Piroxicam/Doxorubicin; 61
Tumorzell-Vakzine (plus Chemotherapie); 32,33
chimarer mAK 231; 3
VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) 81)
Legende:

rhiL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhTNF = rekombinanter humaner Tumor-
Nekrose-Faktor; L-SEA = in Liposomen eingebettetes Staphylokokkus-Enterotoxin-A;

L-SEB = in Liposomen eingebettetes Staphylokokkus-Enterotoxin-B;

hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor;

L-MTP-PE =i n Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin;

BCG = Bazillus Calmette-Guérin; FasL = Fas ligand; chimarer mAK 231 = chimarer
monoklonaler Antikdrper 231; hgp100-ATCV = allogene Tumorzell-Vakzine, welche xenogenes
gp100 exprimiert und ein Adenovirus als Vektor dient;

AdCAGHSV-TK/GCV = Komposition aus einem adenoviralen Vektor, welcher das HSV-TK-Gen
tragt und einem CAG-Promotor; C. parvum = Corynebacterium parvum,

S. typhimurium = Salmonella typhimurium; () = kein solider Tumortyp
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Katze:

Tab. 3: Therapieansatze bei soliden Tumoren der Katze

felL-2, felFN-y und feGM-CSF (mittels Plasmid-KS oder
Plasmid-Inj.);

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

Fibrosarkom Vero-hlL-2-Zellen; 66
ALVAC-felL-2; NYVAC-hulL-2; 34
AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y; 82, 8, 88, 87

36, 72, siehe 7.2.2

feGM-CSF (mittels Plasmid-Inj.); siehe 7.2.2

Acemannan 38
Mamma- L-MTP-PE (Stadium-II vs. Stadium-Ill); 20
Adenokarzinom | BCG, Levamisol, C. parvum, bakterielle Mischvakzine 50, 57

Legende:

hIL-2 = humanes Interleukin-2; felL-2 = felines Interleukin-2; felFN-y = felines Interferon-y;

feGM-CSF = feliner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor;

AdV = adenoviraler Vektor; ALVAC-felL-2 = fur felines Interleukin-2 kodierendes rekombinantes
Kanariepoxvirus; NYVAC-hulL-2 = fur humanes IL-2 kodierendes rekombinantes Vacciniavirus;
KS = Kollagenschwamm; Inj. = Injektion; LPS = Lipopolysaccharid; L-MTP-PE = in Liposomen

eingeschlossenes Muramyltripeptid Phosphatidylethanolamin; BCG = Bazillus Calmette-Guérin;
C. parvum = Corynebacterium parvum
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Pferd:

Tab. 4: Therapieansatze bei soliden Tumoren des Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

malignes Melanom IL-12; 23
IL-12 plus IL-18; 18
Cimetidin 20

mukokutanes Piroxicam 59

Plattenepithelkarzinom

Myxom Levamisol 30

equines Sarkoid IL-2/Cisplatin; 74
D609, KC12 und rhTNF-q; 62
BCG (Lebendvakzine, inaktiviert, Zellwandfraktion); |40, 85
Baypamun P; 78
Bio-Immuntherapie plus autogene Tumorzell-Vakzine |22

Legende:

IL-12 = Interleukin-12; IL-18 = Interleukin-18; IL-2 = Interleukin-2;
D609 = Tricyclodecan-9-yl-xanthogenate; KC, = Kalisalz der Laurinsaure;
rhTNF-a = rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor; BCG = Bazillus Calmette-Guérin
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Rind:

Tab. 5: Therapieansatze bei soliden Tumoren des Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
okulares rhiL-2; 68, 14, 15
Plattenepithelkarzinom | rhiL-2/rhIL-12; 77
BCG-Lebendvakzine; 41,69
BCG-Zellwand-Vakzine; 43,41, 69
autologe saline Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine; |75
allogene saline Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine |28
Vulva-Papillom- rhiL-2; 26
Karzinom-Komplex BCG-Lebendvakzine 27
kutane Papillomatose | autologe saline Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine |76, 9, 39
Hornkrebs autologe saline Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine
(Plattenepithelkarzinom) | (plus BCG) 11

Legende:

rhlL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhIL-12 = rekombinantes humanes

Interleukin-12; BCG = Bazillus Calmette-Guérin

-57 -




Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Quellenverzeichnis

10

Alexander, A.N., M.K. Huelsmeyer, A. Mitzey, R.R. Dubielzig,
I.D. Kurzman, E.G. MacEwen, D.M Vail; Development of an allgeneic
whole-cell tumor vaccine expressing xenogeneic gp100 and its
implementation in a phase Il clinical trial in canine patients with malignant
melanoma. Cancer Immunol. Immunother., 2006, 55: 433-442.

Berg, G.; Der Einsatz von Baypamun HK in der Mammatumorbehandlung
der Hindin. Vet. Med. Diss., Mlinchen, 1994.

Bergman, P.J., M.A. Camps-Palau, J.A. McKnight, N.F. Leibman,
D.M. Craft, C. Leung, J. Liao, I. Riviere, M. Sadelain, A.E. Hohenhaus,
P. Gregor, A.N. Houghton, M.A. Perales, J.D. Wolchok; Development of
a xenogeneic DNA vaccine program for canine malignant melanoma at the
Animal Medical Center. Vaccine, May 2006, 24(21): 4582-4585.

Bergman, P.J., J. McKnight, A. Novosad, S. Charney, J. Farrelly,
D. Craft, M. Wulderk, Y. Jeffers, M. Sadelain, A.E. Hohenhaus, N. Segal,
P. Gregor, M. Engelhorn, I. Riviere, A.N. Houghton, J.D. Wolchok;
Long-Term survival of dogs with advanced malignant melanoma after DNA
vaccination with Xenogeneic Human Tyrosinase: A phase | trial. Clin.
Cancer Res., April 2003, 9: 1284-1290.

Bianco, S.R., J. Sun, S.P. Fosmire, K. Hance, M.L. Padilla,
M.G. Ritt, D.M. Getzy, R.C. Duke, S.J. Withrow, S. Lana,
D.T. Matthiesen, D.T. Dow, D. Bellgrau, G.R. Cutter, S.C. Helfand,
J.F. Modiano; Enhancing antimelanoma immune responses through
apoptosis. Cancer Gene Ther., 2003, 10: 726-736.

Boria, P.A., D.J. Murry, P.F. Bennett, NW. Glickman, P.W. Snyder,
B.L. Merkel, D.L. Schlittler, A.J. Mutsaers, R.M Thomas, D.W. Knapp;
Evaluation of cisplatin combined with piroxicam for the treatment of oral
malignant melanoma and oral squamous cell carcinoma in dogs. J. Am. Vet.
Med. Assoc., Feb. 2004, 224(3): 388-394.

Brown, N.O., A.K. Patnaik, E.G. MacEwen; Canine hemangiosarcoma:
Retrospective analysis of 104 cases. J. Am. Vet. Med. Assoc., 1985, 186:
56-58.

Buscher, U., T. Brill, W. Erhardt, J. Hirschberger; Gentherapie in der
Kleintiermedizin. Tierarztl. Prax., 1999, 27(K): 288-290.

Campo, M.S., G.J. Grindlay, B.W. O’Neil, L.M. Chandrachud,
G.M. McGarvie, W.F.H. Jarrett; Prophylactic and therapeutic vaccination
against a mucosal papillomavirus. J. Gen Virol., June 1993, 74(9): 945-953.

Cesano, A., S. Visonneau, K.A. Jeglum, J. Owen,
K. Wilkinson, K. Carner, L. Reese, D. Santoli; Phase | clinical trial with a
human major histocompatibility complex nonrestricted cytotoxic T-cell line
(TALL-104) in dogs with advanced tumors. Cancer Res., July 1996, 56(13):
3021-3029.

- 58 -



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Chauhan, H.V.S., D.S. Kalra, S.K. Mahajan; letters to the editor: studies
on horn cancer preliminary trials of immunotherapy. Aust. Vet. J., Oct. 1980,
56: 509-510.

Chauvet, A.E., G.S. Hogge, J.A. Sandin, D. Lipsitz; Vertebrectomy, bone
allograft fusion, and antitumor vaccination for the treatment of vertebral
fibrosarcoma in a dog. Vet. Surg., 1999, 28: 480-488.

Den Otter, W., J. Cadée, R. Gavhumende, C.J. De Groot, W.E. Hennink,
R. Stewart; Effective cancer therapy with a single injection of interleukin-2
at the site of the tumour. Cancer Immunol. Immunother., 1999, 48: 419-420.

Den Otter, W., F.W. Graham Hill, W.R. Klein, J.W. Koten,
P.A. Steerenberg, P.H.M. De Mulder, V.P.M.G. Rutten, E.J. Ruitenberg;
Low doses of interleukin-2 can cure large bovine ocular squamous cell
carcinoma. Anticancer Res., Nov.-Dec. 1993, 13(6B):2453-2455.

Den Otter, W., F.W. Graham Hill, W.R. Klein, JW. Koten,
P.A. Steerenberg, P.H.M. De Mulder, C. Rhode, R. Stewart, J.A.J. Faber,
E.J. Ruitenberg, V.P.M.G. Rutten; Therapy of bovine ocular squamous
cell carcinoma with local doses of interleukin-2: 67 % complete regression
after 20 month of follow-up. Cancer Immunol. Immunother., July 1995,
41(1):10-14.

Dow, S.W., R.E. Elmslie, I. Kurzman, G. MacEwen, F. Pericle, D. Liggitt;
Phase | study of liposome DNA complexes encoding the interleukin 2 gene
in dogs with osteosarcoma lung metastases. Hum. Gene Ther., Aug. 2005,
16: 110.

Dow, S.W., R.E. Elmslie, A.P. Willson, L. Roche, C. Gorman,
T.A. Potter; In vivo tumor transfection with superantigen plus cytokine
genes induces tumor regression and prolongs survival in dogs with
malignant melanoma. J. Clin. Invest., June 1998, 101, (11): 2406-2414.

Feige, K., P. Stahli, C. Schelling, L. Heinzerling, M. Seltenhammer,
J.-M. Miiller, L. Nicolson; Einsatz von Interleukin-12 und Interleukin-18
kodierender Plasmid DNA zur Therapie von Melanomen beim Schimmel.
Pferdeheilkunde Forum 2005 Berliner Fortbildungstage (16.-19. Juni 2005).

Fox, L.E., E.G. MacEwen, I.D. Kurzman, R.R. Dubielzig, S.C. Helfand,
D.M. Vail, W. Kisseberth, C. London, B.R. Madewell, C.O. Rodriguez,
Jr., K.A. Jeglum, M. Rosenberg, R.C. Rosenthal; Liposome-encapsulated
muramyl tripeptide phosphatidylethanolamine for the treatment of feline
mammary adenocarcinoma - a mulitcenter randomized double-blind study.
Cancer Biother., 1995, 10(2): 125-130.

Goetz, T.E., G.K. Oglivie, K.G. Keegan, P.J. Johnson; Cimetidine for
treatment of melanomas in three horses. J. Am. Vet. Med. Assoc., Feb.
1990, 196(3): 449-452.

Gyorffy, S., J.C. Rodriguez-Lecompte, J.P. Woods, R. Foley, S. Kruth,
P.C.Y. Liaw, J. Gauldie; Bone marrow-derived dentritic cell vaccination of
dogs with naturally occurring melanoma by using human gp100 Antigen. J.
Vet. Intern. Med., 2005, 19: 56-63.

-59 -



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Hallamaa, R.E., E. Saario, T. Tallberg; Macroscopical and
histopathological changes in regressing and recurrent equine sarcoids
during active specific bio-immunotherapy. In Vivo, July-Aug. 2005, 19(4):
761-767.

Heinzerling, L.M., K. Feige, S. Rieder, M.K. Akens, R. Dummer,
G. Stranzinger, K. Moelling; Tumor regression induced by intratumoral
injection of DNA coding for human interleukin 12 into melanoma metastases
in gray horses. J. Mol. Med., 2001, 78(12): 692-702.

Henry, C.J., D.L. McCaw, S.E. Turnquist, J.W. Tyler, L. Bravo,
S. Sheafor, R.C. Straw, W.S. Dernell, B.R. Madewell, L. Jorgensen,
M.A. Scott, M.L. Higginbotham, R. Chun; Clinical evaluation of
mitoxantron and piroxicam in a canine model of human invasive urinary
bladder carcinoma. Clinical Cancer Res., Feb. 2003, 9: 906-911.

Hess, A.D., R. Catchatourian, A.R. Zander, R.B. Ebstein; Intralesional
Bacillus Calmette-Guérin immunotherapy of canine venereal tumors.
Cancer Res., Nov. 1977, 37: 3990-3994.

Hil, FW.G, W.R. Klein, M.J. Hoyer, V.P.M.G. Rutten, N. Kock,
J.W. Koten, P.A. Steerenberg, E.J. Ruitenberg, W. Den Otter; Antitumor
effect of locally injected low doses of recombinant human interleukin-2 in
bovine vulval papilloma and carcinoma. Vet. Immunol. Immunopathol. May
1994, 41(1-2):19-29.

Hill, F.W., V.P.M.G. Rutten, M.H. Hoyer, W.R. Klein, J.W. Koten,
P.A. Steerenberg, E.J. Ruitenberg; Local bacillus Calmette-Guerin
therapy for bovine vulval papilloma and carcinoma. Cancer Immunol.
Immunother., July 1994, 39(1): 49-52.

Hoffmann, D.; Immunotherapy of bovine ocular squamous cell carcinomas
with phenol-saline extracts of allogeneic carcinomas. Aust. Vet. J., April
1981, 57: 159-162.

Hogge, G.S., J.K. Burkholder, J. Culp, M.R. Albertini, R.R. Dubielzig,
E.T. Keller, N.S. Yang, E.G. MacEwen; Development of human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor-transfected tumor cell
vaccines for the treatment of spontaneous canine cancer. Hum. Gene Ther.,
Sept. 1998, 9(13): 1851-1861.

House, P.D., R.K. Farrell, B.D. Grant, B.C. Ward; Cyrogenic and
immunotherapeutic treatment of myxoma in the horse. Can. Vet. J., Aug.
1976, 17(8): 216-219.

Jeglum, K.A.; Chemoimmunotherapy of canine lymphoma with adjuvant
canine monoclonal antibody 231. Vet. Clin. North Am. Small Anim. Pract.,
Jan. 1996, 26(1): 73-85.

Jeglum, K.A., Young K.M., K. Barnsley, B.A. Whereat; Chemotherapy
versus chemotherapy with intralymphatic tumor cell vaccine in canine
lymphoma. Cancer, 1988, 61: 2042-2050.

Jeglum, K.A., W.D. Winters, Young K.M.; In vitro immune monitoring of
antibody response in dogs given chemoimmunotherapy for lymphoma. Am.
J. Vet. Res., April 1989, 50(4): 488-492.

-60 -



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Jourdier, T.-M., C. Moste, M.-C. Bonnet, F. Delisle, J.-P. Tafani,
P. Devauchelle, J. Tartaglia, P. Moingeon; Local immunotherapy of
spontaneous feline fibrosarcomas using recombinant poxviruses expressing
interleukin 2 (IL2). Gene Ther., 2003, 10: 2126-2132.

Kamstock, D., A. Guth, R. Elmslie, I. Kurzman, D. Liggitt, L. Coro,
J. Fairman, S. Dow; Liposome-DNA complexes infused intravenously
inhibit tumor angiogenesis and elicit antitumor activity in dogs with soft
tissue sarcoma. Cancer Gene Ther., March 2006, 13(3): 306-317.

Kempf, C.; Nonviraler Gentransfer der felinen Zytokin-Gene IL-2, IFNg und
GM-CSF als adjuvante Immuntherapie beim Fibrosarkom der Katze - eine
klinische Phase [|-Studie. Vet. Med. Diss.; Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen; 2005.

Khanna, C., P.M. Anderson, D.E. Hasz, E. Katsanis, M. Nevillle,
J.S. Klausner; Interleukin-2 liposome inhalation therapy is safe and
effective for dogs with spontaneous pulmonary metastases. Cancer, April
1997, 79(7): 1409-1421.

King, G.K., K.M. Yates, P.G. Greenlee, K.R. Pierce, C.R. Ford,
B.H. McAnalley, I.R. Tizard; The effect of Acemannan immunostimulant in
combination with surgery and radiation therapy on spontaneous canine and
feline fibrosarcoma; J. Am. Anim. Hosp. Assoc., Sept./Oct. 1995, 31: 439-
447,

Kirnbauer, R., L.M. Chandrachud, B.W. O’Neil, E.R. Wagner,
G.J. Grindlay, A. Armstrong, G.M. McGarvie, J.T. Schiller, D.R. Lowy,
M.S. Campo; Virus-like particles of bovine papillomavirus Type 4 in
prophylactic and therapeutic immunization. Virology, 1996, 219: 37-44.

Klein, W.R., G.E. Bras, W. Misdorp, P.A. Steerenberg, W.H. de Jong,
R.H. Tiesjema, A.W. Kersjes, E.J. Ruitenberg; Equine sarcoid: BCG
immunotherapy compared to cryosurgery in a prospective randomised
clinical trial. Cancer Immunol. Immunother., 1986, 21(2): 133-140.

Klein,W.R., P.A. Steerenberg, F. Poelma, E. v.d. Wiel, V.P.M.G. Rutten,
W. Misdorp, W.H. de Jong, E.J. Ruitenberg; Immune reactivity in cattle
with  ocular squamous cell carcinoma after intralesional BCG
immunotherapy. Cancer Immunol. Immunother., 1986, 22(2): 87-94.

Kleinerman, E.S., A.K. Raymond, C.D. Bucana, N. Jaffe, M.B. Harris,
I.H. Krakoff, R. Benjamin, I.J. Fidler; Unique histological changes in lung
metastases of osteosarcoma patients following therapy with liposomal
muramyl tripeptide (CPG 19835 A lipid). Cancer Immunol. Immunother.,
1992, 34: 211-220.

Kleinschuster, S.J., J. Bier, H.J. Rapp, R.A. Smart, K.R. Van Kampen,
J.L. Walters; Intratumoral BCG cell wall preparation therapy and surgery in
bovine ocular carcinoma. Head Neck Surg., May-June 1983, 5(5): 401-409.

Knapp, D.W., N.W. Glickman, W.R. Widmer, D.B. DeNicola,
L.G. Adams, T. Kuczek, P.L. Bonney, A.E. DeGortari, C. Han,
L.T. Glickman; Cisplatin versus cisplatin combined with piroxicam in a
canine model of human invasive urinary bladder cancer. Cancer Chemother.
Pharmacol., 2000, 46(3): 221-226.

-61 -



45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Knapp, D.W., R.C. Richardson, G.D. Bottoms, R. Teclaw, T.C. Chan;
Phase | trial of piroxicam in 62 dogs bearing naturally occurring tumors.
Cancer Chemother. Pharmacol., 1992, 29(3): 214-218.

Knapp, D.W., R.C. Richardson, T.C.K. Chan, G.D. Bottoms,
W.R. Widmer, D.B. DeNicola, R. Teclaw, P.L. Bonney, T. Kuczek;
Piroxicam therapy in 34 dogs with transitional cell carcinoma of the urinary
bladder. J. Vet. Intern. Med., 1994, 8(4): 273-278.

Kurzman, 1.D., E.G. MacEwen, R.C. Rosenthal, L.E. Fox, E.T. Keller,
S.C. Helfand, D.M. Vail, R.R. Dubielzig, B.R. Madewell, C.O. Rodriguez,
Jr., J. Obradovich, J. Fidel, M. Rosenberg; Adjuvant therapy for
osteosarcoma in dogs: results of randomized clinical trials using combined
liposome-encapsulated muramyl tripeptide and cisplatin. Clin. Cancer Res.,
Dec. 1995, 1(12): 1595-1601.

MacEwen, E.G.; Spontaneous tumors in dogs and cats: Models for the
study of cancer biology and treatment. Cancer and Metastasis Reviews,
1990, 9: 125-136.

MacEwen, E.G., H.J. Harvey, A.K. Patnaik, S. Mooney, A. Hayes,
. Kurzman, W.D. Hardy, Jr.; Evaluation of effects of levamisole and
surgery on canine mammary cancer. J. Biol. Resp. Modif., Aug. 1985, 4(4):
418-426.

MacEwen, E.G., A.A. Hayes, S. Mooney, A.K. Patnaik, H.J. Harvey,
S. Passe, W.D. Hardy, Jr.; Evaluation of effect of levamisole on feline
mammary cancer. J. Biol. Response Mod., Oct. 1984, 3(5): 541-546.

MacEwen, E.G., A.A. Hayes, S. Mooney, A.K. Patnaik, |.D. Kurzman;
Levamisole as adjuvant to chemotherapy for canine lymphosarcoma. J. Biol.
Resp. Modif., Aug. 1985, 4(4): 427-433.

MacEwen, E.G., I.D. Kurzman, S. Helfand, D. Vail, C. London,
W. Kisseberth, R.C. Rosenthal, L.E. Fox, E.T. Keller, J. Obradovich,
B. Madewell, C. Rodriguez, B. Kitchell, J. Fidel, S. Susaneck,
M. Rosenberg; Current studies of liposome muramyl tripeptide (CGP
19835A lipid) therapy for metastasis in spontaneous tumors: a progress
review. J. Drug Target., 1994, 2(5): 391-396.

MacEwen, E.G., IL.D. Kurzman, R.C. Rosenthal, B.W. Smith,
P.A. Manley, J.K. Roush, P.E. Howard; Therapy for osteosarcoma in dogs
with intravenous injection of liposome-encapsulated muramyl tripeptide. J.
Natl. Cancer Inst., June 1989, 81(12): 935-938.

MacEwen, E. G., |.D. Kurzman, D.M. Vail, R.R. Dubielzig, K. Everlith,
B.R. Madewell, C.O. Rodriguez, Jr., B. Phillips, C.H. Zwahlen,
J. Obradovich, R.C. Rosenthal, L.E. Fox, M. Rosenberg, C. Henry,
J. Fidel; Adjuvant therapy for melanoma in dogs: Results of randomized
clinical trials using surgery, liposome-encapsulated muramyl tripeptide, and
granulocyte macrophage colony-stimulating factor. Clin. Cancer Res., Dec.
1999, 5: 4249-4258,

MacEwen, E.G., A.K. Patnaik, H.J. Harvey, A.A. Hayes, R. Matus;
Canine oral melanoma: comparison of surgery versus surgery plus
Corynebacterium parvum. Cancer Invest., 1986, 4(5):397-402.

-62 -



56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Matsukura, N., A. Hoshino, T. Igarashi, H. Hasegawa, T. Okino,
M. Onda, O. lijima, K. Akiyama, T. Goto, K. Takubo, S. Suzuki, T.
Shimada; /n situ gene transfer and suicide gene therapy of gastric cancer
induced by N-Ethyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidine in dogs. Jpn. J. Cancer Res.,
Sept. 1999, 90: 1039-1049.

Misdorp, W.; Incomplete surgery, local immunostimulation, and recurrence
of some tumor types in dogs and cats. Vet. Q., July 1987, 9(3): 279-286.

Mohammed, S.., B.A. Craig, A.J. Mutsaers, N.W. Glickman,
P.W. Snyder, A.E. deGortari, D.L. Schilittler, K.T. Coffman, P.L. Bonney,
D.W. Knapp; Effects of the cyclooxygenase inhibitor, Piroxicam, in
combination with chemotherapy on tumor response, apoptosis, and
angiogenesis in a canine model of human invasive urinary bladder cancer.
Mol. Cancer Ther., Feb. 2003, 2: 183-188.

Moore, A.S., S.L. Beam, K.M. Rassnick, P. Provost; Long-term control of
mucocutaneous squamous cell carcinoma and metastases in a horse using
piroxicam. Equine Vet. J., 2003, 35(7): 715-718.

Moore, A.S., G.T. Theilen, A.D. Newell, B.R. Madewell, A.R. Rudolf;
Preclinical study of sequential tumor necrosis factor and interleukin 2 in the
treatment of spontaneous canine neoplasms. Cancer Res., Jan. 1991, 51:
233-238.

Mutsaers, A.J., N.W. Glickman, D.B. DeNicola, W.R. Widmer,
R.L. Bonney, K.A. Hahn, D.W. Knapp; Evaluation of treatment with
doxorubicin and piroxicam or doxorubicin alone for multicentric lymphoma in
dogs. J. Am. Vet. Med. Assoc., June 2002, 220(12): 1813-1817.

Otten, N., E. Marti, C. Soderstrom, E. Amtmann, D. Burger, H. Gerber,
S. Lazary; Experimental treatment of equine sarcoid using a xanthate
compound and recombinant human tumour necrosis factor alpha. Zentralbl.
Veterinarmed. A, Dec. 1994; 41(10): 757-765.

Owen, L.N., D.E. Bostock; Effects of intravenous BCG in normal dogs and
in dogs with spontaneous osteosarcoma. Eur. J. Cancer, 1974, 10: 775.

Parodi, A.L., W. Misdorp, J.P. Mialot, M. Mialot, A.A.M. Hart,
M. Hurtrel, J.C. Salomon; Intratumoral BCG and Corynebacterium parvum
therapy of canine mammary tumors before radical mastectomy. Cancer
Immunol. Immunother., 1983, 15(3):172-177.

Poirier, V.J., L.J. Forrest, W.M. Adams, D.M. Vail; Piroxicam, mito-
xantron, and coarse fraction radiotherapy for the treatment of transitional
cell carcinoma of the bladder in 10 dogs: a pilot study. J. Am. Anim. Hosp.
Assoc., March-April 2004, 40(2): 131-136.

Quintin-Colonna, F., P. Devauchelle, D. Fradelizi, B. Mourot,
T. Faure, P. Kourilsky, C. Roth, M. Mehtali; Gene therapy of spontaneous
canine melanoma and feline fibrosarcoma by intratumoral administration of
histoincompatible cells expressing human interleukin-2. Gene Ther., Dec.
1996, 3(12): 1104-1112.

-63 -



67

68

69

70

7

72

73

74

75

76

77

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Rochlitz, C., P. Jantscheff, G. Bongartz, P.-Y. Dietrich, A.L. Quiquerez,
C. Schatz, M. Mehtali, M. Courtney, E. Tartour, T. Dorval, W.H. Fridman,
R. Herrmann; Gene therapy study of cytokine-transfected xenogeneic cells
(Vero-interleukin-2) in patients with metastatic solid tumors. Cancer Gene
Ther., 1999, 6(3): 271-281.

Rutten, V.P., W.R. Klein, W.A.C. De Jong, W. Misdorp, W. Den Otter,
P.A. Steerenberg, W.A.C. De Jong, E.J. Ruitenberg; Local interleukin-2
therapy in bovine ocular squamous cell carcinoma. A pilot study. Cancer
Immunol. Immunother., 1989, 30(3):165-169.

Rutten, V.P.M.G., W.R. Klein, W.A.C. De Jong, W. Misdorp,
P.A. Steerenberg, W.H. De Jong, W. Den Otter, E.J. Ruitenberg;
Immunotherapy of bovine ocular squamous cell carcinoma by repeated
intralesional injections of live bacillus Calmette-Guerin (BCG) or BCG cell
walls. Cancer Immunol. Immunother., 1991, 34(3): 186-190.

Rutten, V.P., W. Misdorp, A. Gauthier, M. Estrada, J.P. Mialot,
A.L. Parodi, G.R. Rutteman, K. Weyer; Immunological aspects of
mammary tumors in dogs and cats: a survey including own studies and
pertinent literature. Vet. Immunol. Immunopathol., Nov. 1990, 26(3): 211-
225.

Schmidt, B.R., N.W. Glickman, D.B. DeNicola, A.E. de Gortari,
D.W. Knapp; Evaluation of piroxicam for the treatment of oral squamous
cell carcinoma in dogs. J. Am. Vet. Med. Assoc., June 2001, 218(11): 1783-
1786.

Schwarz, B.; Klonieren der felinen Zytokin-Gene IL-2, IFNy und GM-CSF
zum adjuvanten nonviralen, gentherapeutischen Einsatz beim Fibrosarkom
der Katze. Vet. Med. Diss.; Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen; 2005.

Sedlacek, H.H., G. Hagmeyer, F.R. Seiler; Tumor therapy of neoplastic
diseases with tumor cells and neuraminidases. Further experimental studies
on chessboard vaccination in canine mammary tumors. Cancer Immunol.
Immunother., 1986, 23(3): 192-199.

Spoormakers, T.J., W.R. Klein, J.J.L. Jacobs, Th.S.G.A.M. Van Den
Ingh, J.W. Koten, W. Den Otter; Comparison of the efficacy of local
treatment of equine sarcoids with IL-2 or cisplatin/IL-2. Cancer Immunol.
Immunther., March 2003, 52(3):179-184.

Spradbrow, P.B., B.E. Wilson, D. Hoffmann, W.R. Kelly, J. Francis;
Immunotherapy of bovine ocular squamous cell carcinomas. Vet. Rec., April
1977, 100: 376-378.

Ssenyonga, G.S.Z., J.S. Onapito, J. Nakasala-Situma, A.L. Omara-
Opyene; Therapeutic value of partial excision of lesios combined with
administration of an autogenous vaccine during an episode of cutaneous
papillomatosis in cattle of Uganda. J. Am. Vet. Med. Assoc., Sept. 1990,
197(6): 739-740.

Stewart, R.J.E., A. Masztalerz, J.J.L. Jacobs, W. Den Otter; Local

interleukin-2 and interleukin-12 therapy of bovine ocular squamous cell
carcinoma. Vet. Immunol. Immunopath., July 2005, 106(3-4): 277-284.

-64 -



78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

Quellenverzeichnis

Immuntherapie solider Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind

Studer, U., E. Marti, D. Stornetta, S. Lazary, H. Gerber; Zur Therapie des
Equinen Sarkoids mit einem unspezifischen Immunstimulator — Beitrag zur
Epidemiologie und zur spontanen Regression des Sarkoids. Schweiz. Arch.
Tierheilk., 1997, 139(9): 385-391.

Teske, E., G.R. Rutteman, T.S.G.A.M.v.d. Ingh, R. Van Noort,
W. Misdorp; Liposome-encapsulated muramyl tripeptide phosphatidyl-
ethanolamine (L-MTP-PE): a randomized clinical trial in dogs with
mammary carcinoma. Anticancer Res., March-April 1998, 18(2A): 1015-
1019.

Thamm, D.H.; Intralesional lipid-complexed cytokine/superantigen
immunogene therapy for spontaneous canine tumors. Cancer Immunol.
Immunother., Aug. 2003, 52(8):473-480.

Thamm, D.H.; Systemic administration of an attenuated, tumor-targeting
Salmonella typhimurium to dogs with spontaneous neoplasia: Phase |
evaluation. Clin. Cancer Res., July 2005; 11(13): 4827-4834.

Transgene, Strasbourg & Institut fiir Experimentelle Chirurgie der
Technischen Universitat, Miinchen; Adenovirus-mediated delivery of the
interleukin-2 and the interferon y genes into tumors of domestic carnivores
(vectors AdTG6624 & AdTG13273).

Vail, D.M., E.G. MacEwen; Spontaneously occurring tumors of companion
animals as models for human cancer. Cancer Invest., 2000, 18(8): 781-792.

Vail, D.M., E.G. MacEwen, I.D. Kurzman, R.R. Dubielzig, S.C. Helfand,
W.C. Kisseberth, C.A. London, J.E. Obradovich, B.R. Madewell,
C.O. Rodriguez, Jr., J. Fidel, S. Susaneck, M. Rosenberg; Liposome-
encapsulated muramyl tripeptide phosphatidylethanolamine adjuvant
immunotherapy for splenic hemangiosarcoma in the dog: a randomized
multi-institutional clinical trial. Clin. Cancer Res., Oct. 1995, 1(10): 1165-
1170.

Vanselow, B.A,, I. Abetz, A.R. Jackson; BCG emulsion immunotherapy of
equine sarcoid. Equine Vet. J., Nov. 1988, 20(6): 444-447.

Visionneau, S., A. Cesano, K.A. Jeglum, D. Santoli; Adjuvant treatment
of canine osteosarcoma with the human cytotoxic T-cell line TALL-104.
Clinical Cancer Res., July 1999, 5: 1868-1875.

Wiedmann K.; Klinische Phase [|-Studie zur neoadjuvanten
immunstimulierenden Therapie des felinen Fibrosarkoms mit Interleukin-2
und Interferon y. Vet. Med. Diss., Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen,
2005.

Wieland S.; Klinische Phase [-Studie zur gentherapeutischen Immun-
stimulation durch Interleukin-2 und Interferon gamma als adjuvante
Behandlung des felinen Fibrosarkoms. Vet. Med. Diss., Ludwig-Maximilians-
Universitdt MUnchen, 2002.

- 65 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

7. Immuntherapien unter Verwendung von Zytokinen

71 Allgemeiner Teil

In jedem Individuum, das ein gesundes Immunsystem aufweist, sind alle
zellularen Komponenten vorhanden, die fur eine effektive Immunantwort gegen
Tumoren notwendig sind (30).

Eine effektive Immunantwort ist von dem Zusammenspiel von Makrophagen,
B-Lymphozyten und T-Lymphozyten abhangig (67). Zytokine sind die Boten des
Immunsystems. Dabei handelt es sind um Substanzen, Proteine oder Glyko-
proteine, welche von Immunzellen freigesetzt werden (217). Zytokine regulieren
sowohl das angeborene Immunsystem (NK-Zellen, Makrophagen und neutro-
phile Granulozyten) als auch das erworbene Immunsystem, die T- und B-Zell-
Antwort. Sie fordern durch ihre Vermittlerfunktion die Kommunikation zwischen
Makrophagen, NK-Zellen, APC und Lymphozyten (16). Innerhalb des Immun-
systems funktionieren Zytokine in Form von Kaskaden. Aus diesem Grund
erwiesen sich die Ergebnisse vieler klinischer Studien, in denen die Wirkungs-
weise einzelner Zytokine untersucht worden sind, eher als frustrierend, da
Zytokine meist nicht einzeln agieren. Als Wachstumsfaktoren vermogen
Zytokine Zellen zu aktivieren oder zu deaktivieren und sind in der Lage, vor

Gewebeschadigungen zu schutzen (16).

Die Funktion von T-Helfer-Zellen (CD4*-T-Zellen) wird durch die Produktion
bestimmter aktivierender (Typ 1) oder inhibitorischer (Typ 2) Zytokine gepragt.
Typ 1-Zytokine werden mit der Erzeugung einer zytotoxischen Immunantwort
assoziiert. Zu ihnen gehoren IFN-y, IL-2 und TNF-a, wenn sie von T-Helfer-
Zellen produziert werden, aber auch IL-12, wenn sie von antigen-prasen-
tierenden Zellen (APC) freigesetzt werden.

Typ 2-Zytokine erfullen den gegensatzlichen Effekt, da sie zytotoxische
Immunantworten herunter regulieren und folglich eine zellulare Immuntoleranz
induzieren. Abgesehen davon, kdnnen sie humorale Immunantworten steigern.
Zu ihnen werden IL-4, IL-5, IL-10 und ,transforming growth factor beta“ (TGF-3)
gezahlt (150).
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T-Lymphozyten sind fur die Koordination und Stimulation der unterschied-
lichsten Komponenten des Immunsystems essentiell wichtig. Werden
T-Lymphozyten durch Antigen-MHC-Molekile oder andere geeignete
kostimulatorische Signale aktiviert, setzen sie eine Vielzahl biologisch aktiver
Substanzen frei, welche kollektiv auch als ,Lymphokine“ bezeichnet werden.
Der Begriff ,Zytokine“ bezieht sich auf biologisch aktive Zellprodukte und
beschreibt sowohl die sog. ,Monokine” (von Makrophagen freigesetzt), als auch
die ,Lymphokine®.

Lymphokine sind Glykoproteine, die an Ort und Stelle ihre Wirkung zeigen.
Entweder wirken sie hemmend oder stimulierend direkt auf diejenigen Zellen,
aus welchen sie freigesetzt worden sind (autokrine Wirkung), oder auf direkt
benachbarte Zellen (parakrine Wirkung). Lymphokine gelangen aber auch in
den Blutkreislauf und Uben systemische Wirkungen aus (endokrine Wirkung).
Im Gegensatz zur Struktur von Antikorpern ist die dreidimensionale Struktur der
Lymphokine nicht an die des stimulierenden Antigens gebunden (67).

Zytokine wirken pleiotrop, da sie auf eine Vielzahl von Zellen einwirken, aber
auf die individuelle Zelle sehr unterschiedliche Effekte haben kénnen (1). In der
Behandlung von Tumoren wird gewdhnlich die das Immunsystem steigernde
Wirkung genutzt (217).

Sowohl die Epidermis, als auch die orale Mukosa enthalten Immuneffektor-
zellen, deren Lokalisation hier einzigartig ist. Daher wird haufig an diesen
Stellen eine Vakzinierung durchgefuhrt. Die Tatsache, dass Zytokine auf diese
Zellen stimulierend einwirken, Iasst eine gesteigerte Immunantwort gegenuber
Tumoren erwarten.

Die Immuntherapie =zeigte sowohl bei immunogenen, als auch bei
nicht-immunogenen Tumoren Wirkung. Interessant ist, dass besondere Erfolge
v.a. bei Tumoren (z.B. malignes Melanom, Nierenkarzinom) verzeichnet
werden konnten, welche sich im Rahmen einer Chemotherapie als refraktar

erwiesen hatten (119).
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711 Interleukine

Der Begriff ,Interleukin® wurde eingefihrt, um Lymphokine und Monokine zu
beschreiben, welche auf Leukozyten einwirken. Das Klassifikationsschema ist
im Laufe der Zeit immer willkirlicher geworden, da man festgestellt hat, dass
Interleukine unterschiedlichste Wirkungen auch auf andere Zellen haben und
dass es andere immunregulatorische Lymphokine gibt, die aus verschiedensten

Grinden nicht zu den Interleukinen gezahlt werden (67).

Tab. 6: Interleukine, ihr Entstehungsort und ihre Hauptwirkungsweisen (67,
22,138, 72, 155, 178, 217)

Interleukin GroRe |primarer Entstehungsort biologische Hauptwirkungsweise
(kD)
Interleukin-1 17 Makrophagen T-Zell-Aktivierung;
(o und B) B-Zell-Proliferation und -Maturation;
Entziindungsmediator
Interleukin-2 15 aktivierte T-Lymphozyten T-Zell-Proliferation;

B-Zell-Wachstum;
Makrophagen-Zytotoxizitat;
NK-und LAK-Zell-Proliferation

Interleukin-3 28 aktivierte T-Lymphozyten Wachstum von pluripotenten
Knochenmarkstammzellen;
Mastzell-Wachstums-Faktor

Interleukin-4 15-20 | aktivierte T-Lymphozyten B-Zell-Wachstum und
Knochenmarkstammzellen Differenzierung;

regulierende Wirkung auf IL-2;
Fibroblasten-Differenzierung;
Aktivierung von T-Helfer-Zellen;
Forderung der Maturation und
Steigerung der Antigenprasentation
Dendritische Zellen
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Interleukin

Grife
(k0)

primérer Entstehungsort

biologische Hauptwirkungsweise

Interleukin-5

40-50

akfivierte T-Lymphozyten

B-Zell-tachstum und -Diferenzierung;
Differenzierung der eosinophilen
Granulozyten

nterleukin-6

26

Makrophaden

B-Zell-Maturation;
Incuktion der hepatischen akuten
Phasen-Antwort

Interleukin-7

26

knochenmarkstammzellen

B-Zell-Miachsium und - Difierenziarung;
stimulation won T-2ellen;
Suppression des Tumanuachstums

interleukin-2

10

Makrophagen

MNeutrophilen-chemaotaktis cher - Fakior

Interleukin-9

40

aktivierte T-Lymphozyten

stimulation der Ertwick Iung war
erythroiden Zellen und hMastzellen

nterleukin-10

16-20

Thz-Lymphoziyten

Hermmung der Thl-Zytokin- Syrthese;
Unterstitzung des B-Zellen-LUberlebens;
stimulation der Mastzell- Prolfieration

nterleukin-12

i

Makrophacen

Promotor flr ME-Zellen und T-Lellen;
Wiachstumstaktar fir B-Lellen;
Ativierung wan CDE-T-Zellen;
simulation der Produktion worn [FN-y;
Hetnmung der Angiogenese

nterleukin-15

Monozyterihblakrophagen,
Cendriische Lellen,
Knochentnarkbindecemebszalen,
Epithelzellen

T-Zell-nachstuimstaktar;

Lrterstitzung der hotnoostatis chen
Aufrechterhaltung und Proliferation von
Metnory-CDE=T-ellen;

Kostimulator bei der Procduktion
proinflammatarischer 2ytokine;
Farderung der haturation

won APC
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Interleukin GroBe | primarer Entstehungsort biologische Hauptwirkungsweise
(kD)
Interleukin-18 |18 Makrophagen, Aktivierung von NK-Zellen
Kupffersche Sternzellen, (und somit Stimulation einer
Dendritische Zellen, unspezifischen Immunantwort);
Langerhanssche Zellen, Hemmung der Angiogenese

B-Zellen, Keratinozyten,
Epithelzellen des Darmes

und der Lunge, osteoblastische
Bindegewebszellen

Legende:

APC = antigen-prasentierende Zellen; IFN-y = Interferon-y; NK-Zellen = Natirliche-Killer-Zellen;
LAK-Zellen = lymphokin-aktivierte Killerzelle; Th2-Lymphozyten = Polarisation von
CD4"-T-Zellen

7111  Interleukin-1

Interleukin-1 (IL-1) ist ein 17-KiloDalton (kD) Glykoprotein und wird v. a. von
mononuklearen Phagozyten, einschlieRlich Blutmonozyten und Gewebemakro-
phagen (aus Lunge, Peritoneum, Synovia, Osteoklasten, Leber, Milz, Niere,
Knochenmark, Gehirn) und spezialisierten Dendritischen Zellen, die in vielen
Organen anzutreffen sind, freigesetzt (56, 158). IL-1 wird auch von nicht-
phagozytaren Zellen (z. B. Keratinozyten, Langerhans’sche Zellen, epitheliale
Zellen der Kornea, endotheliale Zellen und Astrozyten) produziert (158).

IL-1 unterstitzt nicht nur die Maturation und Differenzierung von B-Lympho-
zyten, sondern ist auch bei der Aktivierung von T-Lymphozyten wahrend der
Antigenprasentation von grof3er Bedeutung. Die antigen-spezifische Aktivierung
von T-Lymphozyten ist von zwei unterschiedlichen, aber zusammenspielenden
Signalen abhangig, welche von Makrophagen ,gesendet® werden. Das erste
Signal veranlasst Makrophagen, das Antigen aufzunehmen, zu verarbeiten und
gebunden an ein MHC-Molekil auf ihrer Zelloberflache zu prasentieren. Das
zweite Signal ist von der IL-1- (und IL-6-) Produktion der Makrophagen
abhangig. Bei Erreichen einer bestimmten Interleukin-Konzentration erfolgt die

antigen-spezifische Aktivierung von T-Lymphozyten (57).
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IL-1 hat zwei Wirkungen auf T-Lymphozyten: Zum einen stimuliert IL-1 die
Synthese und Sekretion von IL-2 in T-Zellen und zum anderen induziert es die
Synthese von IL-2-Rezeptoren, wodurch es wiederum T-Zellen ermoglicht wird,
auf IL-2 zu antworten, indem sie eine klonale Expansion durchmachen (146).
Abgesehen von IL-2 produzieren T-Lymphozyten auch IL-3, IL-4, IL-5 und IL-6
(57).

IL-1, auch als endogenes Pyrogen bekannt, ist funktionell an TNF (Tumor-
Nekrose-Faktor) und IL-6 gebunden. Diese drei Substanzen sind wichtige
Mediatoren in der lokalen oder generalisierten Entzindungsantwort (56, 57).
Die IL-1-Produktion von mononuklaren Phagozyten wird durch Bakterien,
andere  Mikroorganismen, Endotoxine, inflammatorische  Substanzen
(z. B. Gallensalze, Uratkristalle, Pflanzenlektine) und einige Lymphokine
angeregt (56).

IL-1 kann die Synthese von Phospholipasen induzieren, was eine Freisetzung
der Arachidonsaure aus Membran-Phospholipiden bewirkt. Eine ansteigende
Prostaglandin-E-Konzentration [6st im thermoregulatorischen Zentrum des
Hypothalamus eine Fieber-Antwort aus. Antipyretische Substanzen, welche die
Cyclooxigenase hemmen, dammen das Fieber, indem die Synthese von
Prostaglandin E im Hypothalamus gehemmt wird (56, 158, 67). Wahrend einer
Entzindungsantwort bewirken IL-1, TNF und IL-6 in der akuten Phase die
Synthese und Freisetzung von Leberproteinen.

Daruber hinaus stimuliert IL-1 eine endotheliale Zellproliferation und ruft
prokoagulatorische Aktivitaten hervor, steigert die durch Osteoklasten mediierte
Knochenresorption und unterstiutzt die Freisetzung von Proteasen und Prosta-
glandin E, aus Chondrozyten und Synovialzellen (56).

Man nimmt an, dass der oftmals sichtbare antiinflammatorische Effekt
bestimmter ungesattigter Fettsduren auf der Hemmung der IL-1-Produktion
basiert (67).

Es wurden zwei unterschiedliche IL-1-Gene, a und (3, identifiziert. Obwohl IL-1a
und IL-1B nur zu 26 % eine homologe Struktur besitzen, interagieren beide mit
dem gleichen Rezeptor und scheinen eine ahnliche biologische Wirkung zu

haben (57, 158). In der Krebstherapie hat sich IL-1B jedoch als unwirksam
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erwiesen. Dennoch konnte es bei der Abschwachung schwerer toxischer

Nebenwirkungen des IL-2 hilfreich sein (217).

7.1.1.2 Interleukin-2
Interleukin-2 (IL-2) ist ein 15 kD-Glykoprotein (80). Ruhende T-Zellen
produzieren kein IL-2 und sind fur dieses Zytokin nicht ansprechbar, da im
Ruhezustand auf T-Zellen nur extrem wenige IL-2-Rezeptoren ausgebildet sind
(173). Werden sie allerdings durch Antigene oder Mitogene in Kombination mit
IL-1 aktiviert, steigt die IL-2-Rezeptor-Konzentration deutlich an. Bindet IL-2 nun
an den neu entstandenen IL-2-Rezeptor (zusammengesetzt aus zwei
Untereinheiten: RIL-2a und RIL-2B mit einer y-Kette), wird die T-Zell-
Proliferation in Gang gesetzt (126). IL-2 wird vornehmlich von CD4"-T-Zellen
synthetisiert, wobei aber auch CD8"-T-Zellen in geringem Male beteiligt sind.
IL-2 wird allerdings unter physiologischen Bedingungen nur Uber einen kurzen
Zeitraum nach Zellaktivierung sezerniert (71, 67).
IL-2 werden immunregulatorische Funktionen zugeschrieben, wie z. B. die An-
kurbelung der Proliferation von B-Zellen und Produktion von Immunglobulinen,
die Steigerung der Makrophagen-Zytotoxizitat und die Unterstitzung des
Wachstums von B-Lymphozyten, zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8%) und der
Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen). CD8"-T-Zellen und NK-Zellen haben die
Fahigkeit, virus-infizierte Zellen oder bestimmte Tumorzellen abzutéten und
sogar einer Metastasierung vorzubeugen (67).
Eine der wichtigsten Funktionen des IL-2 ist jedoch die Induktion einer klonalen
Expansion aktivierter T-Lymphozyten (67). Fur das Erreichen einer kompletten
Tumorregression und zur Vorbeugung einer Uberhandnahme von
IL-2-Verlusten sind jedoch zytotoxische CD8"-T-Zellen nétig (71, 104).
IL-2 hat, wenn es im Rahmen einer Krebstherapie verabreicht wird, ein
erstaunliches Potential. Es steigert die funktionellen Fahigkeiten von NK-Zellen
und ist fur Induktion und Wachstum von ,lymphokine-activated-killer-
cells* (LAK-Zellen) von essentieller Bedeutung. LAK-Zellen kdnnen
NK-resistente Tumorzellen lysieren, wahrend sie gegenuber normalen Zellen
eine nur geringe Toxizitat zeigen (219). Aulierdem steigert IL-2 die antitumorale
Zytotoxizitat von tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) (3).
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IL-2 stimuliert in peripheren Leukozyten die Synthese von IFN-y und induziert
die Sekretion von IL-1, GM-CSF, TNF-a und TNF-B, welche wiederum Makro-
phagen aktivieren. Es ist auch fir die Freisetzung von I6slichem Fas-L verant-
wortlich (143).

Im Hinblick auf seine antineoplastische Wirkung ist IL-2 eines der am meisten
untersuchten Zytokine (138). In zahlreichen klinischen Studien wurde die Wirk-
samkeit von systemisch verabreichtem IL-2 erforscht. Dabei zeigten sich
objektive Erfolge, welche allerdings in der Regel von schwerwiegenden Neben-
wirkungen begleitet waren. Demzufolge entschloss man sich, die Wirkung und
Nebenwirkung einer lokal applizierten ansteigenden IL-2-Konzentration zu
untersuchen. Die IL-2-Applikation erfolgte nun nicht mehr ausschlieBlich auf
systemischem Wege, sondern auch intra- und peritumoral (51, 78).
IL-2-sezernierende Zellen unterdricken das Wachstum von gleichzeitig
parenteral injizierten Tumorzellen. Hierbei sind T-Zell-abhangige und -unab-
hangige Effektormechanismen fir die Tumorremission verantwortlich. Man
erkannte aber auch, dass eine IL-2-Sekretion eine verminderte oder, abhangig
vom Level der IL-2-Produktion, einen Verlust der Immunogenitat des Tumors
bewirken kann (85, 22).

Eine direkte intratumorale Applikation ruft eine Infiltration einer Vielzahl
verschiedener immun-assoziierter Zelltypen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
des Tumorwachstums hervor. Bei diesen infiltrierenden Zellen handelt es sich
um Zellen mit antitumoral-zytolytischer  Aktivitat.  Hierzu  zahlen
z. B. CD8"-T-Zellen, NK-Zellen und andere Zellen (z. B. Dendritische Zellen),
welche CD8"-T-Zellen und NK-Zellen aktivieren kénnen. Darliber hinaus ist es
denkbar, dass die lokale Anwesenheit von IL-2 zu einer Aktivierung von
NK-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und CD4'-T-Zellen fiihrt. Diese intra-
tumoralen Zellpopulationen sind ideale Zielscheiben fir lokal-immun-
therapeutische Interventionen. Tumor-infiltrierende DC und CD8*-T-Zellen sind
somit perfekt in ihrer Rolle als APC und zugleich, im Sinne eines Effektors, als
tumorantigen-spezifische zytotoxische T-Zellen positioniert. Intratumoral
appliziertes IL-2 ist demnach mdglicherweise in der Lage, eine antitumorale

T-Zell-Antwort anzukurbeln, entweder indem es als kostimulatorisches Signal
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bei der Aktivierung von CTL fungiert oder indem es Dendritische Zellen antreibt,
IL-2-Rezeptoren zu exprimieren (112, 113).

Fir den Erfolg einer Therapie sind die Gré3e und Vaskularisation des Tumors
ausschlaggebend. Ist der Tumor zu grof3, sind CTL nicht mehr in der Lage, alle
Tumorzellen zu erreichen und zu kontrollieren (58, 94). Zusatzlich sezernieren
Tumoren Suppressor-Molekule, z. B. TGF-B (,transforming-growth-factor-3*)
und VEGF (,vascular-endothelial-growth-factor). Nimmt die Konzentration
dieser Molekile ein bestimmtes Ausmaly an, wird der IL-2-Effekt auf eine
tumor-spezifische CTL-Antwort nachteilig beeinflusst. TGF-f hemmt die
Aktivitat zytotoxischer T-Zellen (224). Man nahm an, dass hohe VEGF-Konzen-
trationen im Blut prognostisch auf eine Therapieresistenz hinweisen wirden
und DC-Funktionen hemmen konnten (83). Diese konnen auch durch
intratumoral appliziertes IL-2 nicht beeinflusst werden, was eine Erklarung
liefern wirde, warum IL-2 nur in Tumoren bis zu einer bestimmten Gro3e mit
entsprechender Vaskularisation erfolgreich agieren kann. Bei adaquater
TumorgroRe vermag IL-2 das intratumorale Gefal3system durch Zerstorung
endothelialer Zellen (unter Beteiligung von FasL und Perforin) und
nachfolgender Nekrose zu vernichten, sodass dem Tumor keine
Ernahrungsmaoglichkeit mehr gegeben wird (93, 171, 154, 159). Des Weiteren
ist bekannt, dass aktivierte CD8"-T-Zellen Molekile (z. B. IFN-y) sezernieren,
die eine Zerstorung von Blutgefalien bewirken kdnnen (108).

Wie bereits erwahnt, konnen bei der systemischen, aber auch lokalen
Anwendung von IL-2, je nach Wahl der Dosierung und Applikationsform,
Nebenwirkungen, wie z. B. Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall, v. a. das
,vascular-leak-syndrome® auftreten (67, 186, 13). Das ,vascular-leak-
syndrome* zeichnet sich durch eine gesteigerte Gefallpermeabilitat aus, durch
die nun vermehrt intravasale Flussigkeit und Proteine in das umliegende
interstitielle Gewebe austreten konnen. Die Folgen sind Odeme, Pleura- und
Perikarderglsse, Aszites und eine hochgradige Flussigkeitsretention.
Herz-Kreislauf-Probleme sind Folgen der nun auftretenden intravaskularen
Hypovolamie. Generalisierte interstitielle Odeme bedingen eine zusétzliche
Stoérung in der Mikrozirkulation, was eine Gewebehypoxie, wenn nicht sogar in
einem Multiorganversagen resultiert (12). Es besteht die Moglichkeit, dass IL-2
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selbst einen direkten Einfluss auf GefalRendothelzellen hat. Es kann aber auch
sein, dass die Aktivierung weiterer Zytokine, wie z. B. TNF-a und IFN-y, oder
andere Entzindungsmediatoren zu der Steigerung der Endothelzell-Perme-
abilitat fuhrt (213). Auch im Gehirn kann es durch den Integritatsverlust des
Endothels der Hirngefale zur Schadigung der Blut-Hirn-Schranke kommen.
Beim Menschen koénnen aufgrund dieser Auswirkungen Symptome, wie
z. B. Desorientierung mit Depression, Somnolenz und Koma beobachtet
werden. Abgesehen davon weild man, dass IL-2 auch das elektrophysiologische
Verhalten von Neuronen verandert (65, 47). Nach der Behandlung mit IL-2 wird
oftmals die Entwicklung einer Eosinophilie beobachtet. Diese wird, in
Zusammenhang mit einer erhéhten Degranulation eosinophiler Granulozyten,
als mogliche Triebkraft fir die Entstehung des ,vascular-leak-syndrome® in
Betracht gezogen (213). IL-2 ist nicht nur an der Tumortuberwachung, sondern
auch bei antiinflammatorischen Reaktionen und bei der Hamatopoese beteiligt
(216). Bei Hund und Katze zeigte sich nach intravendser Gabe von rhlL-2 in
einigen Fallen sowohl eine Bluteosinophilie, als auch eine transiente Hyper-
plasie der eosinophilen Vorlauferzellen im Knochenmark (207, 48, 99).

Humanes rekombinantes IL-2 bindet und aktiviert canine Lymphozyten und
steigert ihre Fahigkeit Tumorzellen zu bekampfen. Humanes rlL-2 wurde
Hunden auf unterschiedlichen Wegen appliziert: intravends (i.v.), subkutan (s.c.)
und per Inhalation von Liposomen. Liposome setzen das IL-2 direkt im
Bronchialbaum frei. Man injizierte Hunden fur IL-2 kodierende DNA (cDNA) i.v.
und intratumoral (i.t.). Die anschlielfende Transfektion vieler Zellen durch die
cDNA, bewirkt - durch Produktion von IL-2 - eine Aktivierung des Immun-

systems in situ (97).

7.1.1.3 Interleukin-3

Interleukin-3 (IL-3), auch bekannt als ,multi-colony-stimulating-factor®, ist einer
der vier wichtigsten hamopoetischen Wachstumsfaktoren (67). Die weiteren drei
Faktoren werden ‘macrophage-colony-stimulating-factor” (M-CSF),
»granulocyte-colony-stimulating-factor” (G-CSF) und ,granulocyte-macrophage-
colony-stimulating-factor” (GM-CSF) genannt (38). Der Name ,colony-
stimulating-factor beruht auf der Tatsache, dass es Faktoren gibt, welche
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notwendig sind, die Formation und das Wachstum von Zellkolonien sicher zu
stellen (149).

Einzelne Knochenmarkstammzelllinien scheinen bevorzugt oder ausschliel3lich,
je nach Differenzierungsweg, auf bestimmte Wachstumsfaktoren zu reagieren.
G-CSF leitet die Ausdifferenzierung von Granulozyten ein, wohingegen M-CSF
die Ausdifferenzierung von Makrophagen sicherstellt (110).

IL-3 ist ein 28 kD Glykoprotein. Es stammt von aktivierten T-Zellen, welche im
Vorfeld durch Antigene oder Mitogene aktiviert worden sind (67). GM-CSF,
ahnlich dem IL-3, hat eine grof3e Bandbreite von biologischen Aktivitaten. Es
vermag jedoch nicht, eine komplette Differenzierung von erythroiden und mega-
karyozytaren Zelllinien einzuleiten und das Wachstum von Mastzellen zu
unterstutzten (145, 149).

IL-3 kdnnte sich hinsichtlich der Prophylaxe und Behandlung von Infektionen als
natzlich erweisen, da es in der Lage ist, die Zahl von Granulozyten und Makro-
phagen an Ort und Stelle zu erhdhen, falls die notwendige Konzentration an
G-CSF oder M-CSF nicht bereitgestellt werden kann (67).

7.1.1.4 Interleukin-4

Interleukin-4 ist ein 15-20 kD Glykoprotein, das von aktivierten T-Lymphozyten,
Mastzellen und Knochenmarkbindegewebszellen freigesetzt wird (67).

IL-4 ist nicht nur ein wichtiger Promotor fur B-Zell-Wachstum und B-Zell-
Differenzierung, sondern steigert sowohl das T-Zell-Wachstum, als auch die
Formation myeloischer Kolonien, das Wachstum und die Ausdifferenzierung der
eosinophilen Granulozyten, das Wachstum der Mastzellen, die Differenzierung
von Fibroblasten sowie die Produktion von IgG¢ und IgE (147). IL-4 fordert die
Maturation und steigert die Antigenprasentation Dendritischer Zellen, unterstitzt
die MHC-II-Antigenexpression und wirkt regulierend auf die Aktivitat
IL-2-stimulierter NK-Zellen und LAK-Zellen (153, 7). Inkubiert man NK-Zellen
mit rlL-2, kann eine Aktivierung, Proliferation und ansteigende Tumor-
Zytotoxizitat beobachtet werden (144). Inkubiert man allerdings NK-Zellen mit
IL-2 und IL-4, kann eine Abnahme der zytotoxischen Aktivitat registriert werden
(153). IL-4 kann weder die zytotoxische Aktivitat von ruhenden NK-Zellen, noch

von frisch aktivierten LAK-Zellen verandern. Da IL-2 und IL-4 aus verschied-
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enen Untereinheiten aktivierter T-Helfer-Zellen freigesetzt werden, konnte IL-4
eine wichtige physiologische Rolle hinsichtlich einer Reduktion der durch IL-2
induzierten Proliferation und zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen spielen.
Interleukin-4 blockt die IL-2 abhangige Proliferation von sowohl leukamischen
als auch von normalen B-Zellen. Daher erwartete man, dass die Verabreichung
von rekombinantem I[L-4 bei der Behandlung von IL-2-abhangigen B-Zell-
Tumoren nutzlich sein kénnte (67).

Daruber hinaus scheint IL-4 einen stimulierenden aber auch inhibitorischen
Effekt auf die Funktion von Monozyten/Makrophagen zu haben (67). Studien
haben gezeigt, dass IL-4 nicht nur die H,O,-Produktion von Monozyten, die
Freisetzung von Entzindungsmediatoren (TNF, IL-1, PGE;) aus Monozyten,
sondern auch die IL-8-Expression von aktivierten Monozyten hemmt (95, 131,
195).

Die Wirkung von IL-4 konnte z. T. durch Antikdrper, die gegen eosinophile
Granulozyten gerichtet sind, umgekehrt werden (67). Es ist moglich, dass
eosinophile Granulozyten, im Zusammenspiel mit IFN-y-induzierenden Makro-
phagen, eine durch IL-4 induzierte T-Zell-unabhangige Tumorsuppression
mediieren (202).

Im Vergleich zu anderen Interleukinen zeigt IL-4 eine minimale antitumorale
Wirksamkeit und ist toxisch (217).

7.1.1.5 Interleukin-5

Interleukin-5 (auch genannt: B-Zell-Wachstumsfaktor 2, , T-cell-replacing-factor,
eosinophiler Granulozyten-Differenzierungsfaktor) ist ein 40 -50 kD Glyko-
protein und wird von aktivierten T-Lymphozyten produziert.

Es unterstitzt das Wachstum und die Differenzierung von B-Zellen und ist an

der Differenzierung von eosinophilen Granulozyten beteiligt (67).

7.1.1.6 Interleukin-6
Interleukin-6 (IL-6) ist ein 26 kD Glykoprotein, das von Monozyten, aktivierten
T-Lymphozyten, Gewebemakrophagen und Fibroblasten freigesetzt wird.

Makrophagen sind die Hauptquelle fur IL-6 (67).
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Im Verlauf von Entzindungsprozessen fordert IL-6 die Reifung der proliferierten
B-Zellen in spezialisierte, |Immunglobulin produzierende Plasmazellen
(sog. Mottzellen). Es induziert, gemeinsam mit IL-1 und TNF, die ,hepatic-
acute-phase-reaction” (APR) (67). Die APR ist eine herausragende systemische
Reaktion des Organismus auf lokale oder systemische Stérungen der
Homdostase. Sie wird z. B. durch eine Infektion, eine Gewebsverletzung, ein
Trauma, ein neoplastisches Wachstum oder eine immunologische Krankheit
verursacht (92).

Interleukin-6 spielt in vitro und in vivo eine wichtige Rolle bei der
Antikorper-Produktion. Als Folge exzessiver |L-6-Produktion neoplastischer
Zellen, kann moglicherweise eine tumor-assoziierte Hypergammaglobulinamie
beobachtet werden (67).

IL-6 weicht in seinem kontraren Verhalten hinsichtlich seiner Wirkung auf das
Tumorwachstum gegenulber anderen Zytokinen deutlich ab, da IL-6 das Wachs-

tum mancher Tumoren eher unterstitzt (22).

7.1.1.7 Interleukin-7

Interleukin-7 (IL-7) ist ein 25 kD Protein. IL-7 wird eine wichtige Rolle bei der
Proliferation und Differenzierung von B-Zell-Vorlauferzellen zugeschrieben.
Zudem scheint es unerlasslich fur die weitere B-Zell-Entwicklung zu sein.
IL-7 hat vermutlich einen direkten, von anderen Zytokinen unabhangigen,
stimulierenden Effekt auf Thymuszellen, da die Aktivitat von IL-7 nicht durch
Antikorper gegen IL-2, IL-4, IL-6 oder |IL-2-Rezeptoren gehemmt werden kann.
Im Thymus wurden hohe Konzentrationen von IL-7-mRNA gefunden, da es dort
an der Entwicklung von B- und T-Zellen beteiligt ist. Rekombinantes IL-7 ist ein
potenter T-Zell-Stimulator und induziert die Expression von IL-2-Rezeptoren
(67).

IL-7 ist ein sehr effektiver Tumorwachstum-Suppressor. Diese Tatsache wurde
in einigen Studien, per Gen-Transfer und IL-7-Expression, in verschiedenen
Tumorzelllinien nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigten durchweg einen Verlust
oder - abhangig von der Menge des freigesetzten IL-7 - eine Reduktion der
Tumorgenitat. Dieser Effekt resultiert aus einer komplexen immunologischen
Reaktion. CD4"- und CD8"-T-Zellen reichern sich unabhangig voneinander in
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IL-7-produzierenden Tumoren an (103). Darlber hinaus rufen CD4"-T-Zellen
eine Infiltration eosinophiler Granulozyten und Makrophagen hervor, wobei
moglicherweise aber auch weitere Zytokine beteiligt sein konnen.
CD8"-T-Zellen sind an der frilhen Phase der Tumor-Suppression nicht beteiligt,
sind aber auf lange Sicht fur die Tumorvernichtung bestimmend. In dieser
Hinsicht unterscheidet sich IL-7 nicht von IL-2, IL-4, TNF und IFN-y (104).
Obwohl IL-7 auf einige transfizierte Tumoren suppressiv wirkt, kann die durch
IL-7 induzierte Tumorabwehr durch den einzelnen Tumor beeinflusst werden
(22).

7.1.1.8 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein 10 kD Glykoprotein. Das IL-8-Gen wurde geklont und
seine Schlusselrolle, bezuglich der Induktion einer Migration und Aktivierung
neutrophiler Granulozyten, erkannt (67).

Urspringlich wurde monozytares IL-1 und TNF fir die, wahrend einer
Entzindung anzutreffende, neutrophile Granulozyten-Chemotaxis verantwort-
lich gemacht. Heute wird IL-1 und TNF eine stimulierende Wirkung auf Makro-
phagen, welche IL-8 freisetzen, zugeschrieben (182). Das kénnte die Fahigkeit
von IL-1 und TNF, die Infiltration von neutrophilen Granulozyten induzieren zu
konnen, erklaren. Die chemotaktische Aktivitat von IL-8 ist fur neutrophile
Granulozyten spezifisch (67).

7.1.1.9 Interleukin-9
Interleukin-9 (IL-9) ist ein Zytokin, das von T-Zellen freigesetzt wird. Es wurde
nachgewiesen, dass IL-9 selektiv die Entwicklung von erythroiden Zellen und

von Mastzellen im hamatopoetischen System stimuliert (67).

7.1.1.10 Interleukin-10

Folgt aufgrund starker Immunogene eine Immunantwort, beseht sie im
Allgemeinen einerseits in einer ,delayed-type-hypersensitivity (DTH) und
andererseits in einer Antikorper-Produktion. Beide Antworten scheinen

ausschlieRlich gemeinsam aufzutreten (151).
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Zwei  funktionell  verschiedene  Untereinheiten von  T-Helferzellen
(Th, CD4*-T-Zellen), Th1 und Th2, rufen diese unterschiedlichen Immun-
antworten hervor. Aktivierte Th1-Lymphozyten produzieren IFN-y, Lymphotoxin
und IL-2. Daher sind sie sehr effektive zell-mediierte Immunstimulatoren (auch
DTH). Aktivierte Th2-Lymphozyten produzieren hingegen IL-4, IL-5, IL-6 und
IL-10. Sie sind ein effektiverer Promotor hinsichtlich der Antikdrper-Sekretion
durch B-Lymphozyten (151).

Von Th1-Zellen produziertes IFN-y zeigt in vitro, dass es die Proliferation von
Th2-Zellen hemmt (67). Des Weiteren wurde entdeckt, dass ein neues Zytokin,
das von Th2-Zellen produziert wird, die Zytokin-Synthese von Th1-Zellen
hemmt (,cytokine-synthesis-inhibitory-factor® (CSIF)) (76). CSIF wurde unter-
sucht, das Gen geklont und IL-10 genannt. Abgesehen von seiner antipro-
liferativen Wirkung auf Th1-Zellen ist IL-10 ein stimulierender Faktor fur die
Proliferation von Mastzellen und fur unreife Thymuszellen (139, 205).
Interleukin-10 steigert die Lebensfahigkeit von B-Zellen in vitro und spielt eine
Rolle in der Proliferation von B-Zellen (90).

Im Gegensatz zu anderen Zytokinen, die eine Tumor-Suppression durch
Immunstimulation induzieren, scheint IL-10 bei einigen Tumoren anti-

neoplastisch zu wirken, indem es lokal die Immunfunktion unterdrickt (22).

7.1.1.11 Interleukin-12

Interleukin-12 (IL-12) ist ein heterodimeres Protein, das aus einer 35 kD und

einer 40 kD Untereinheit zusammengesetzt ist. IL-12 weist eine grof3e Zahl an

Aktivitaten auf, die potentiell sehr wichtig flr eine Krebstherapie sind (97).

IL-12 wird v.a. von aktivierten Makrophagen produziert. Es steigert die

zytolytische Aktivitat von CD8'-T-Zellen, fordert die Th1-Immunantwort und

hemmt das Wachstum von Endothelzellen (138).

IL-12 ist der potenteste Stimulator der NK-Zellen-Aktivitat (Chemotaxis und

Zytotoxizitat), ist wichtig fur die Freisetzung von IFN-y aus NK-Zellen und

T-Lymphozyten und wirkt es als Wachstumsfaktor fur B-Zellen (138, 97, 165,

217).

Aulerdem steigert IL-12 die Abtétung von Tumorzellen durch Immunzellen, die

durch antitumorale Antikorper auf den Tumor gerichtet wurden. IL-12 stimuliert
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die Stickoxid-Produktion. In Studien konnte dokumentiert werden, dass sich die
endogene IL-12-Produktion verringert, wenn der Tumor an Grdle gewinnt. Dies
kann hinsichtlich einer Substitution von Krebspatienten mit IL-12 als Grundlage
dienen, um auf diese Weise wieder eine zell-vermittelte antitumorale Antwort zu
ermoglichen (97).

Darlber hinaus Uubt IL-12 zwei wichtige Effekte auf die Tumorumgebung aus.
Zum einen aktiviert es, wie bereits erwahnt, Killerzellen, welche den Tumor
direkt bekampfen, zum anderen 16st es einen Zelluntergang aus, indem es die
Angiogenese hemmt (210). Der wachsende Tumor kann somit nicht mehr mit
notigen Nahrstoffen versorgt werden (97). Allerdings treten auch hier bei

systemischer Anwendung schwere toxische Nebenwirkungen auf (16).

Effekte auf das angeborene Immunsystem:

Da IL-12 sehr proinflammatorisch wirkt, induziert es auch die Produktion von
vielen anderen Zytokinen (IFN-y, GM-CSF, TNF-a, IL-8, IL-6, IL-15, IL-18) (167).
Interessant ist, dass INF-y in Form eines positiven Feedbacks die
IL-12-Synthese in Phagozyten stimuliert (37).

IL-12 bindet in vitro an Rezeptoren von neutrophilen Granulozyten, was eine
Aktivierung von Ca** und eines Tyrosin-Signalweges zur Folge hat (40). Dies
konnte eine hervorragende adjuvante Eigenschaft von IL-12 sein, da
neutrophile Granulozyten als Vermittler zwischen dem angeborenen und
erworbenen Immunsystem fungieren kdnnen. Denn neutrophile Granulozyten
antworten nicht nur auf Zytokine, sondern synthetisieren auch Zytokine und
Chemokine, die wiederum in der Lage sind, andere Immuneffektor-Zellen
anzulocken (41, 69).

Abgesehen davon wurde beobachtet, dass die Konzentration sezernierter
Phospholipase A; (sPLAz) im Serum ansteigt (166). Es besteht die Annahme,
dass sPLA; aus Endothelzellen als Antwort auf IL-12-mediierte TNF-a- und
IL-6-Synthese freigesetzt wird. Dieses lipolytische Enzym setzt Fettsauren, in
der Regel die Arachidonsaure, aus Membranphospholipiden frei (46). Sie
werden als sehr starke Mediatoren der Entzindungsantwort gesehen.
Zusammenfassend gesagt, sind die proinflammatorischen Eigenschaften des
IL-12 insofern von groRRer Bedeutung, da sie eine Aktivierung und Chemotaxis
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eigener Immunzellen und somit eine Rekrutierung von spezifischen
Immunzellen bewirken (165).

IL-12 koénnte auch die Effektivitat des Immunsystems gegeniber Tumor-
Antigenen fordern, da die Aktivierung multipler Entzindungssysteme in einem
Ldanger signal”resultiert (142).

Eine weitere wichtige Eigenschaft des IL-12 ist die Unterstitzung der Funktion
Dendritischer Zellen (DC). IL-12 fordert auch indirekt, via Induktion proinflam-
matorischer Zytokine (TNF-a, IL-6 und GM-CSF), die Differenzierung und
Reifung Dendritischer Zellen (165).

Effekte auf das erworbene Immunsystem:

MHC-beschrankte, antigen-spezifische T-Lymphozyten gelten als wichtige
Effektor-Mechanismen gegen Tumoren. Zytokine, die im mikroskopischen
Umfeld zum Zeitpunkt einer initialen Antigenstimulation anwesend sind, steuern
die Differenzierung naiver T-Zellen in effektive T-Zell-Untereinheiten (Th1, siehe
7.1.1.10) (106, 165). In Anwesenheit von IL-12 differenzieren sich T-Zellen in
funktional definierte Th1-Untereinheiten aus, die an der zellularen
Immunantwort beteiligt sind. Zudem ist IL-12 ein wichtiger Kostimulator fur die
Proliferation und letztendlich auch fir die Aktivierung der vollstandig
ausdifferenzierten Th1-Zellen und deren IFN-y-Sekretion (88).

T-Lymphozyten besitzen eine hohe Rezeptorenaffinitat gegenuber IL-12. Diese
Rezeptoren sind aus zwei Untereinheiten, IL-12RB34 und IL-12R,2, zusammen-
gesetzt (168). Th1-Zellen weisen beide Untereinheiten auf (165). Wenn sich
allerdings T-Helfer-Zellen (CD4"-T-Zellen) entlang dem Th2-Pfad differenzieren
und die humorale Immunantwort unterstutzen, verlieren sie selektiv IL-12R[3;
und sind somit fur IL-12 nicht mehr ansprechbar (199). Der Th1-Einsatz wird
durch IFN-y gesteigert, was zur Folge hat, dass die Anzahl der
IL-12-Rezeptoren steigt (209). Ist diese Th1-Antwort in vivo einmal induziert, ist
IL-12 in den meisten Fallen nicht mehr noétig, um diese Immunantwort
aufrechtzuerhalten (87). Diese Beobachtung ist fur die Entwicklung von
Vakzinierungsstrategien sehr wichtig, da dies streng genommen bedeutet, dass
die Substitution von Vakzinen mit IL-12 nur sinnvoll ist, wenn eine Induzierung
und Stabilisierung erreicht werden soll (165).
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Einige vorklinische Studien zeigten, dass hrlL-12 im caninen Immunsystem
biologisch aktiv ist. Da es relativ unwahrscheinlich ist, dass canines
rekombinantes IL-12 jemals kommerziell erhaltlich sein wird, kénnte rhiL-12 fur
Hunde eine viel versprechende alternative Behandlungsmaoglichkeit sein, sobald
es fur die Behandlung von Menschen auf dem Markt bezogen werden kann.
Denn es wurde festgestellt, dass rhiL-12 in vitro die zytotoxische Immunantwort
von Effektor-Lymphozyten (CD8*-T-Zellen) kranker Hunde gegeniiber dem

eigenen Tumor signifikant steigern kann (97).

7.1.1.12 Interleukin-15

Interleukin-15 (IL-15) ist ein pleiotropes Zytokin, das sowohl flir die angeborene,
als auch fur die erworbene Immunitat wichtige Funktionen erfullt (136, 121).

Bei IL-15 handelt es sich um einen T-Zell-Wachstumsfaktor, der T-Zellen vor
ihrem Zelltod schutzt, deren Homdostase und die Proliferation von Memory-
CD8"-T-Zellen fordert (227, 73, 215).

Die Aufrechterhaltung von Memory-CD8"-T-Zellen wird durch zwei Mechanis-
men bewerkstelligt. Zum einen geschieht dies durch Stimulation einer langsam
ablaufenden homdostatischen Proliferation, zum anderen unterstitzt es
Faktoren (z. B. das antiapoptotische Protein Bcl-2), die das Uberleben von
T-Zellen fordern (17).

Daruber hinaus fungiert IL-15 als Kostimulator bei der Produktion proinflam-
matorischer Zytokine durch NK-Zellen. Mittlerweile nimmt man auch an, dass es
die Reifung von antigen-prasentierenden Zellen begunstigt. Diese Tatsache
konnte natlrlich fir eine auf T-Zellen basierenden Immuntherapie gegen

Tumoren von groRem Vorteil sein (136, 121).

7.1.1.13 Interleukin-18

Interleukin-18 (IL-18) ist ein Zytokin, das von einer Vielzahl von Zellen
freigesetzt wird: von Makrophagen, Kupfferschen Sternzellen, Dendritischen
Zellen, Langerhansschen Zellen, B-Zellen, Keratinozyten, Epithelzellen des
Darmes und der Lunge und von osteoblastischen Bindegewebszellen.

Seine antitumorale Wirkung beruht auf der Fahigkeit, die Th1-Differenzierung
aus antigen-stimulierten T-Zellen zu steigern und die zytotoxische Aktivitat von
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NK-Zellen und von CD8"-T-Zellen anzukurbeln. Dariiber hinaus bewirkt es eine

Hemmung der Angiogenese (155).

71.2 Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor
(GM-CSF)

Endogene ,colony-stimulating-factors® (CSF) wurden nach ihrer Fahigkeit

benannt, bestimmte Blutzellen in Kultur stimulieren zu kbnnen. CSF stellen eine

Glykoprotein-Klasse dar, die auf hamatopoetische Zellen wirkt, indem sie an

spezielle Rezeptoren an der Zelloberflache bindet und somit deren Proliferation,

Differenzierung, Einsatz und Zellfunktion stimuliert (55).

Es existieren vier Hauptvertreter der CSF (67):
=  GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony-stimulating-factor),
»  G-CSF (granulocyte-colony-stimulating-factor),
» M-CSF (macrophage-colony-stimulating-factor)
= und multi-CSF (identisch mit IL-3, siehe 7.1.1.3)

GM-CSF ist ein 14-35kD schweres, monomeres Protein, das aus
127 Aminosauren mit zwei Glykosylationsstellen besteht, wobei vollstandig
glykosyliertes GM-CSF in vivo biologisch aktiver ist als nicht-glykosyliertes
GM-CSF (109). GM-CSF wird von einer Vielzahl von Zellen produziert. Dabei
handelt es sich in erster Linie um T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten und
Endothelzellen (107).

Es konnten - nach Produktionsart - drei Typen von rekombinantem GM-CSF
gewonnen werden (6):
= aus Hefekulturen gewonnenes rhGM-CSF (Saccharomyces cerevisiae;
sargramostim),
= aus Bakterien gewonnenes rh-GM-CSF
= und aus Saugetierzellkulturen gewonnenes rh-GM-CSF (aus Ovarzellen

des Chinesischen Hamsters; regramostim).
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Tab. 7: Funktionen von GM-CSF

1. Produktion, Proliferation und Differenzierung myeloischer Vorlduferstammzellen von
neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, Monozyten und DC;

2. Stimulation von DC;

3. Aktivierung von T-Lymphozyten und Steigerung der CD4+-T-Zell-Aktivitat;

4. Unterstutzung der Expression von MHC-I und -1l und von kostimulatorischen Moleklen;

5. Hemmung der durch den Tumor induzierten Immunsuppression von DC;

6. Stimulation der Hamatopoese;

7. Bildung von LAK-Zellen und Unterstltzung ihrer Funktion;

8. Hemmung der Angiogenese im Tumor

Legende:
DC = Dendritische Zellen; MHC = major-histocompatibility-complex;
LAK-Zellen = lymphokin-aktivierte Killer-Zellen

Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, erfullt GM-CSF zahlreiche Funktionen:

= GM-CSF kurbelt das Immunsystem an, indem es die Produktion,

Proliferation und Differenzierung myeloischer Vorlauferstammzellen von

neutrophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, Monozyten und

Dendritischen Zellen stimuliert. G-CSF hingegen wirkt selektiv auf Zellen

der granulozytaren Zelllinie ein (32). Die antitumoralen Effekte von

GM-CSF beruhen v. a. auf der gesteigerten Zytotoxizitat der peripheren

mononuklearen Blutzellen (PBMC) und der verstarkten Immunogenitat

der Tumorzellen durch eine verbesserte Antigenprasentation (77).

» GM-CSF hat die Fahigkeit, zusammen mit Erythropoetin, die Proliferation

von erythroiden und megakaryozytaren Progenitorzellen zu stimulieren.

Dadurch greift es wirkungsvoll in die Hamatopoese ein (145, 47).

= GM-CSF spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von

T-Lymphozyten und kann Dendritische Zellen (DC), die die Haupt-

vertreter der antigen-prasentierenden Zellen (APC) sind, stimulieren.
GM-CSF beeinflusst die Expression von MHC-II-Molekilen auf
Makrophagen und DC positiv. GM-CSF stimuliert zum einen die T-Zell-
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vermittelte Immunantwort und zum anderen, Uber eine gesteigerte
Antigenprasentation durch DC, die Immunogenitat von Tumoren (77, 116,
32). GM-CSF ist fur das Uberleben und die Differenzierung von DC sehr
wichtig (7). Dendritische Zellen sind imstande, neoplastische Zellen, die
aus korpereigenen Zellen entstanden sind, zu erkennen, zu verschlingen
und deren Antigenstruktur an ihre Zelloberflache zu bringen. Diese
ausgereiften DC wandern nun zu Lymphknoten, wo das derartig
prasentierte Antigen von CD4'-T-Zellen erkannt wird. CD4"-T-Zellen
leiten nun die Entwicklung einer humoralen (B-Zellen, Antikoérper) oder
einer zelluldren Immunantwort (CD8'-T-Zellen) ein (6). Diese Zell-
aktivitaten kdnnen durch GM-CSF-Stimulation deutlich gesteigert werden,
indem es sowohl die Expression von MHC-I und -Il als auch die
Expression von Kostimulations- und Adhasionsmolekulen sowie die Pro-
duktion anderer Zytokine (z. B. IL-1, TNF, IL-6) (die wiederum das
Wachstum und die Differenzierung von T- und B-Lymphozyten férdern)
intensiviert (6, 7). Da GM-CSF auch die Differenzierung von DC
beeinflusst, wird es in zunehmendem Male auch flir den Einsatz als
Vakzine-Adjuvans interessant. Da die meisten Tumorpatienten eine
defekte T-Zellfunktion und eine verminderte Anzahl und Funktion
Dendritischer Zellen aufweisen, konnte GM-CSF ein grof3es Potential im
Kampf gegen Tumoren bereitstellen (32).

Abgesehen davon unterstutzt GM-CSF die IL-2-vermittelte T-Zell-
Proliferation und steigert, gemeinsam mit IL-2, die Bildung von
LAK-Zellen und deren Funktion und foérdert die antikdrper-vermittelte
Zytotoxizitat von Lymphozyten und Monozyten (141, 15).

In tumor-infiltrierenden Makrophagen wird zusatzlich die Sekretion einer
Metalloelastase, mit nachfolgender Bildung von Angiostatin, geférdert,

welches die Angiogenese von Tumor und Metastasen hemmen kann (59).

In der Tiermedizin wurde die Wirkung von humanem GM-CSF an Katzen

erprobt, die an FIV (felines Immundefizienzvirus) erkrankt waren. Man erhoffte

sich die gleiche Wirkung wie beim Menschen, also einen Effekt auf

zirkulierende Leukozyten. Man stellte fest, dass dies nicht der Fall ist, da sich
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die Kreuz-Aktivitat der Zytokine zwischen den beiden Spezies als limitierend
darstellt (86, 197).

Das feline GM-CSF zahlt 127 Aminosauren und weist eine 69 %ige und
73 %ige Homologie mit dem jeweiligen humanen bzw. caninen Protein auf (64).
Verglichen mit der Wirkung auf humane Zellen, zeigt huGM-CSF bei
Katzenzellen nur eine eingeschrankte Wirkung und erzielt weder bei murinen
noch bei ovinen Zellen einen biologischen Effekt (86, 197, 4).

Dies zeigt, dass bei GM-CSF eine gewisse Spezies-Spezifitat vorliegt. Der
Wirkungsverlust dieses Wachstumsfaktors auf speziesfremde Zellen wird
zusatzlich durch die Bildung von Antikdrpern verstarkt, was sich in der
Anwendung bei Katzen bestatigte (91). Rekombinantes felines GM-CSF
(rfeGM-CSF) eignet sich als Vakzine-Adjuvans und zur Kultivierung von felinen
DC (64).

Beim Einsatz von GM-CSF bestimmt die Dosis das Auftreten und die Intensitat
von Nebenwirkungen. Bei angepasster Dosis werden beim Menschen nur milde
bis moderate Nebenwirkungen beobachtet. Diese ,flu-like-symptoms® aufdern
sich in Fieber, Myalgien, Osteoneuralgien, Ekzemen, Mudigkeit, Vomitus und
Diarrh6. Auch Reaktionen an der Injektionsstelle werden beobachtet (196, 32).
Bei Uberdosierung kann es zur ,first-dose-reaction“ kommen, einem Syndrom
aus Hypoxie und Hypotension, aber es werden auch Thrombosen und
Perikarditiden beobachtet (196). Viele Nebenwirkungen werden jedoch nicht
durch GM-CSF verursacht, sondern durch die GM-CSF-induzierte Sekretion
anderer Zytokine, wie TNF-a (47).

Bei Katzen, die mit rhGM-CSF behandelt werden, treten v. a. Irritationen an der
Injektionsstelle und Fieber auf (4).

Bei der Behandlung von Rindern wird nach subkutaner (s.c.) Injektion ebenfalls
Fieber beobachtet (102). Nach Injektion (s.c.) von cGM-CSF kann bei Hunden
eine gesteigerte Zirkulation von Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten
registriert werden sowie eine dosisabhangige Thrombozytopenie, welche aus
einer gesteigerten Zerstorung der Thrombozyten resultiert, die aber nach

Absetzen der Behandlung wieder verschwindet (156, 157).
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71.3 Interferone (IFN)

Interferone (IFN) sind eine komplexe Gruppe naturlich vorkommender Proteine
und Glykoproteine (10). Auch sie verhalten sich pleiotrop. Sie werden von
Leukozyten, Fibroblasten, Epithelzellen und verschiedenen Immunzellen
sezerniert. Interferone bestehen, je nach Typ, aus 143 - 174 Aminosauren und
ihr Molekulargewicht betragt zwischen 15 und 27 kD (132). Man unterscheidet
dabei: IFN-a (leukocyte-interferon), IFN-B (fibroblast-interferon), IFN-y (immune-
interferon) und IFN-w (10, 132).

Man unterteilt diese Proteine in zwei Klassen (einerseits hinsichtlich ihrer
strukturellen und funktionellen Kriterien und andererseits nach Stimuli, welche
ihre Expression induzieren):

1) Typ-I-Interferone werden von nahezu allen somatischen Korperzellen
produziert und primar bei der Immunantwort gegen virale Infektionen
induziert. Sie werden aufgrund ihrer zellularen Herkunft in drei weitere
Untergruppen unterteilt (IFN-a, IFN-B (wird auch durch bestimmte Lipo-
polysaccharide induziert (132)) und IFN-w).

2) Typ-ll-Interferone werden hauptsachlich von T-Lymphozyten (CD4" und
CD8"), NKT-Zellen (exprimieren sowohl aktivierende und inhibitorische
NK-Zell-Rezeptoren als auch T-Zell-Rezeptoren) und NK-Zellen produ-
ziert, die zuvor durch Mitogene oder Antigene aktiviert wurden. Der
Hauptvertreter dieser Klasse ist das IFN-y (111, 132).

Interferone wirken hemmend auf die Proliferation von Zellen, sie fordern die
Differenzierung von T-Zellen (IFN-a und IFN-B) und von myeloischen Zellen
(IFN-y). Die Typ-I-Interferone IFN-a und IFN-B wirken eher antiinflammatorisch,
da sie die Bildung antiinflammatorischer Zytokine (z. B. IL-10) anregen. Das
Typ-ll-Interferon IFN-y fuhrt u. a. zu einem Anstieg des TNF-a, der zu den
proinflammatorischen Zytokinen gerechnet wird (Tab. 8).

Interferone agieren uber einen kaskadenartigen Mechanismus, der sowohl
extra- als auch intrazellular stattfindet. |hre Zielzellen tragen auf der
Zelloberflache Rezeptoren, welche aus zwei Untereinheiten bestehen. Findet
eine Bindung mit einem Interferon statt, werden spezielle Kinasen aktiviert,
wodurch zytoplasmatische Molekule phosphoryliert und die Transkriptasen der
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interferon-stimulierten Gene getriggert werden. Auf diese Weise erfolgt eine
Ubertragung auf die mRNA. Das Ende der Kaskade, hier stark vereinfacht
dargestellt, besteht in der Synthese bestimmter Proteine, z. B. der 2°-5"Oligo-
Adenylat-Synthetase (OAS) und des Interferon-Regulationsfaktors-1 (IRF-1).
Die OAS ist an antiviralen und antiproliferativen Vorgangen beteiligt, die durch
Interferone mediiert werden. IRF-1 ist in der Lage, die Wirkungen der
Interferone zu verstarken, indem es eine weitere Expressionswelle induzierter
Gene auslost. IRF-1 kann jedoch im Falle einer Uberschiefenden Reaktion

durch bestimmte Interferone wieder gehemmt werden (132).

Tab. 8: biologische Wirkungen der Interferone (111, 132)

Funktion Effekt

Proliferation von Zellen

Differenzierung von T-Zellen (IFN-a, B) & myeloischen Zellen (IFN-y)
Phagozytose

Aktivierung von Effektorzellen

Produktion von TNF-a

Produktion Interleukin-10

Zellanheftung

— 5 5 5

Tumorvaskularisation

Legende:
IFN = Interferon; TNF-a = Tumor-Nekrose-Faktor-a

Die biologischen Aktivitaten der einzelnen Interferone, sei es ihre antivirale,
antitumorale oder immunmodulierende Wirkung, werden durch ihre individuellen
Unterschiede im Erkennen von Rezeptoren und ihrem Bindungsverhalten
gepragt (132).

CD4*-T-Zellen kdénnen sich in zwei Untereinheiten (Th1 und Th2) polarisieren,
deren Funktion von der Zytokin-Produktion der jeweiligen Untereinheit bestimmt
wird. Th1-Zellen setzen IFN-y, IL-2 und TNF-B frei und rufen sowohl eine
zellulare Immunitat als auch eine phagozytare Entzindung hervor, indem sie

die Entwicklung aktivierter Makrophagen und zytotoxischer CD8'-T-Zellen
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antreiben (Tab. 8). Diese zellulare Untereinheit stellt einen kritischen Punkt in
der Entwicklung einer zellularen Immunantwort dar. Im Kontrast dazu, setzen
Th2-Zellen Zytokine (z.B. IL-4 und IL-5) frei, die die Entstehung einer
Antikorper-Antwort begunstigen. Sie sind somit fur das Zustandekommen von
humoralen Immuneffektor-Funktionen entscheidend. IFN-y und IL-12 sind
diejenigen Zytokine, welche hauptsachlich die Ausbildung von Th1-Zellen
pragen, wohingegen IL-4 fir die Entwicklung von Th2-Zellen unerlasslich ist.
Interessant ist, dass IFN-y wahrend der Th1-Zell-Entwicklung zwei Funktionen
erfullt. Wahrend CD4"-Entwicklung steigert es einerseits die IL-12-Produktion
und die Ansprechbarkeit der geeigneten Zelltypen und blockiert andererseits die
Entstehung von Th2-Untereinheiten. Diese Blockade wird durch zwei
Mechanismen bewerkstelligt. Erstens wird die Synthese von IL-4 aus
undifferenzierten antigen-stimulierten T-Zellen gehemmt und somit auch die
Produktion von Zytokinen, die fir die Th2-Entwicklung essentiell sind.
Zweitens wird die Proliferation von Th2-Zellen direkt gehemmt (111).

IFN-y ist ein Zytokin, das in fruhen (angeborenen) und spaten (erworbenen)
Stadien der Immunantwort von NK-Zellen und aktivierten T-Zellen freigesetzt
wird und fungiert, wie oben beschrieben, in vielerlei Hinsicht als Regulator des
Immunsystems (26).

Die Synthese von IFN-y wird durch verschiedene Ausloser, wie
z. B. Nukleinsauren oder bakterielle Lipopolysaccharide, induziert. Die IFN-y-
Synthese kann in Abhangigkeit von der Starke des Stimulus entweder lokal
oder systemisch erfolgen. IL-2, ein Th1-Zytokin, induziert die Produktion von
IFN-y, das als Hauptzytokin der Typ-1-Lymphozytenantwort (durch Th1-Zellen)
gilt (Tab. 9) (70, 75).

IFN-y ist ein potenter Makrophagen-Aktivator und agiert hauptsachlich in
initialen Phasen der Monozyten-Differenzierung (Tab.9). Monozyten
(bzw. Makrophagen) unterliegen nach IFN-y-Kontakt biochemischen und
morphologischen Modifikationen, welche es ihnen ermdglichen, ihre Funktionen
zu erfullen (187). Partiell geschieht dies auch via autokriner Aktivierung von IL-6
und M-CSF, was allerdings durch IL-4 antagonisiert werden kann. DC und

Makrophagen erflllen bei der Immunantwort verschiedene Aufgaben.
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Ihr antiproliferativer Effekt auf Tumorzellen setzt sich einerseits aus einer
direkten Wirkung auf maligne Zellen und andererseits aus einer Stimulation der
Abwehrzellen zusammen (14). Wahrend DC spezifische Immunantworten in
Gang setzen, offenbaren insbesondere durch IFN-y aktivierte Makrophagen ein

grofRes Potential hinsichtlich ihrer bakteriziden und antitumoralen Aktivitat (50).

Tab. 9: biologische Effekte von IFN-y auf Makrophagen (89, 200, 111, 125,
179)

Funktion Effekt
Makrophiacen-Akivierung T
Zytokin-und Chemokin- Procukion Tl
MHC-1 und - -Anfigen- Expression T
Angiogenese l
Articenerkenmng T
Zelldifferenzierun T
arivirale Aktivitst T
Th1 - Briickiung T
Legende:

MHC = major-histocompatibility-complex; Th1 = CD4"-T-Zell-Polarisation

Abgesehen von seiner antiviralen Aktivitdt (Tab.9), dirigiert IFN-y das
Leukozyt-Endothel-Zusammenspiel und spielt in vivo eine entscheidende Rolle
in der Tumoruberwachung durch das Immunsystem (190). Interferone wirken
auf die extrazellulare Matrix insofern, als dass sie die Zellanheftung stéren und
die Proliferation der Endothelzellen und die Produktion bestimmter Membran-
antigene (HLA-Klasse-l und -Il, VLA-4, ICAM-1, E- und P-Selektine) fordern
(Tab. 8) (132).

IFN-y bewirkt auf verschiedenen Tumorzelllinien in vitro eine Hochregulierung
von MHC-I- und MHC-II-Molektlen (220, 8, 225). Canine Tumorzellen zeigen
nach Stimulation mit cIFN-y eine erhéhte Expression von MHC-I- und
MHC-II-Molekulen, wodurch die Prasentation tumor-assoziierter Antigene (TAA)
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verstarkt wird. Die Antigenerkennung wird somit erleichtert und es kommt, nach
Einwanderung der Entzindungszellen ins Tumorgebiet, zur zell-vermittelten
Lyse der Tumorzellen durch CD8*-T-Zellen (Tab. 9). CD8"-T-Zellen werden
ebenfalls durch IFN-y aktiviert und weisen eine verlangerte Lebensdauer auf
(Tab. 8) (220). Es werden auch andere Moleklle, die der Antigenprasentation
dienen, verstarkt exprimiert. Zu ihnen zahlen z. B. der Fc-Rezeptor und der
IL-2-Rezeptor auf der Zelloberflache von T-Lymphozyten (47). Die Tumor-
umgebung wird auch von Makrophagen, auf deren Oberflache ebenfalls
vermehrt MHC-Molekule exprimiert werden, infiltriert und so die Erkennung von
Tumorzellen auch auf diesem Wege unterstitzt (137, 81).

Uber eine weitere tumorizide Wirkungsweise von IFN-y wird derzeit noch
diskutiert. Es bestent die Moglichkeit, dass [IFN-y anhand einer
TRAIL-Modulierung (, TNF-related-apoptosis-inducing-ligand®) eine Apoptose
bei unterschiedlichen Zell- und Tumorzelltypen hervorrufen kann (200, 125,
179). Jedoch steigert IFN-y, entsprechend einem antiapoptotischen Effekt, auch
die Sekretion von Immunglobulinen (47).

IFN-y induziert u. a. die Sekretion von TNF-a und die Transkription der Gene
G-CSF und M-CSF in Monozyten/Makrophagen. Es wirkt aullerdem synergis-
tisch mit IL-2. Durch die Kombination der beiden Th1-Zytokine konnen
aktivierten B-Zellen Signale zur Differenzierung Ubermittelt werden (Tab. 9).
Ergebnisse deuten darauf hin, dass zumindest einige der antitumoralen Effekte
von IFN-y durch Mechanismen veranlasst werden, die eine Hemmung der
Angiogenese innerhalb des Tumors bewirken (Tab. 9). Tumoren, die sich im
Wachstum befinden, bendtigen die Ausbildung neuer Blutgefalie zu
Ernahrungszwecken. Der angiogenetische Status eines Tumors spiegelt die
Balance zwischen proangiogenetischen und antiangiogenetischen Molekulen
wieder, die im Tumor synthetisiert werden. Bei dem VEGF (,vascular-
endothelial-growth-factor®) und dem bFGF (,basic-fibroblast-growth-factor®)
handelt es sich um solche proangiogenetischen Molekule. Fragmente von
Plasminogen und Kollagen-XVIII (z. B. Angiostatin und Endostatin) scheinen ein
Potential an antiangiogenetischer Aktivitat zu besitzen. Die Synthese dieser
angiostatisch wirkenden Molekule scheint nicht direkt von der Prasenz oder
Abwesenheit von IFN-y abhangig zu sein. Es wurde eine Familie interferon-
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induzierter Chemokine identifiziert, die potente angiostatische Fahigkeiten
aufzeigt. IP-10 war das erste dieser Familie angehdérende Chemokin, das
entdeckt wurde. Es handelt sich hierbei um ein Protein, das bereits nach sehr
kurzer Zeit von durch IFN-y beeinflussten Zellen induziert und sezerniert wird.
Dieses Protein scheint nicht nur eine chemotaktische Aktivitat bezuglich
T-Zellen zu haben, sondern ist auch in der Lage, eine Neovaskularisierung zu
blockieren und somit ein Tumorwachstum zu hemmen (Tab. 9) (111).

Bei der Behandlung mit IFN-y kdnnen Nebenwirkungen in Form einer Erhohung
der Korpertemperatur um bis zu 2°C (ausgelost durch direktes oder indirektes
Einwirken auf das Thermoregulationszentrum des Hypothalamus) (24), oder
Symptome, wie z.B. Mudigkeit, Erbrechen und Anorexie (als Folge einer
Beeintrachtigung der Gehirnventrikel) in Erscheinung treten. Daruber hinaus ist
es maoglich, dass sich im Verlauf einer Behandlung mit IFN-y eine
Myelosuppression entwickelt. Bei einer langerfristigen Verabreichung von IFN-y
besteht die Gefahr, dass Autoimmunkrankheiten ausgeldst oder verstarkt
werden konnen (25).

Das feline IFN-y besteht aus 167 Aminosauren und weist auf Proteinebene nur
eine 63 %ige bzw. 43 %ige Homologie mit dem menschlichen bzw. murinen
IFN-y auf (5, 185).

Das Aktivitatsspektrum des fur die Veterindrmedizin zur Verfugung stehenden
rekombinanten felinen IFN-w entspricht in etwa demjenigen von IFN-a und
IFN-B, da es wie diese als Typ-I-Interferon klassifiziert wurde (132). Diese sich
stark unterscheidenden Aminosauresequenzen sind fiur die ausgepragte
Spezies-Spezifitat dieses Zytokins ausschlaggebend.

Rekombinantes felFN-w ist als Virbagen Omega® (Laboratoire Virbac, Carros
Cedex, Frankreich) oder Intercat® (Toray Industries, Tokyo, Japan) zum
klinischen Einsatz bei Hund und Katze in Deutschland und in verschiedenen
anderen Landern zugelassen. In der Humanmedizin ist derzeit IFN-y als
rekombinantes Protein (Imunkin® von Boehringer Ingelheim) zur Behandlung
der chronischen Granulomatose und mehrere Interferon-a-Praparate
(Roferon®-A von Roche; Intron A und Peglntron von Essex pharma) auf dem
Markt erhaltlich.
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71.4 Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)
Der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), aufgetrennt in TNF-a (Cachectin) und
TNF-B (Lymphotoxin), ist ein wichtiges proinflammatorisches, von Makrophagen
stammendes Zytokin, das v.a. bei der durch Endotoxine hervorgerufenen
Immunantwort freigesetzt wird (36).
Diesem Faktor werden aber auch eine antimikrobielle Wirkung und eine
Wirksamkeit bei der Pathogenese von Krankheiten mit einer immun-mediierten
und/oder entzindlichen Komponente zugeschrieben (148, 11).
Der TNF wirkt zytotoxisch auf Tumorzellen in vitro und in vivo, da er eine
hamorrhagische Nekrose in Tumoren hervorruft, normale Zellen aber unbeein-
flusst lasst (36). Zudem unterstitzt er Differenzierung, Funktionen und Antigen-
Expression auf der Zelloberflache von malignen und normalen Zellen (189, 164,
218).
Im Gegensatz zu Interferonen, scheint der TNF nicht artenspezifisch zu wirken
(127). Man geht allerdings davon aus, dass die zytotoxische Wirkung nicht
alleine auf der Anwesenheit von TNF, sondern auch auf der Dichte der
tatsachlich vorhandenen Rezeptor-Ligand-Interaktionen basiert (163). Daruber
hinaus wird ein Zusammenhang zwischen der Immunogenitat des Tumors und
einer TNF-induzierten Tumorregression vermutet, was darauf hindeutet, dass
andere Immunkomponenten auch hier eine wichtige Rolle spielen (9).
In diesem Zusammenhang ist der ,tumor-necrosis-factor-related-apoptosis-
inducing-ligand® (TRAIL) zu nennen. Der TRAIL wird zur Familie der
Tumor-Nekrose-Faktoren gezahlt und wurde als Typ-ll-Transmembran-
Zytokin-Molekull klassifiziert. In vitro wurde ihm eine apoptose-induzierende
Wirkung anhand einer Vielzahl verschiedener Tumorzelllinien nachgewiesen.
In vivo wurde bei der Anwesenheit von TRAIL eine spezifische Wachstums-
unterdrickung von Tumoren festgestellt, ohne dass dabei normale Zellen oder
gesundes Gewebe geschadigt werden (123).
Im Rahmen der Gentherapie konnte der TRAIL in Form eines sezernierbaren
trimerischen TRAIL (stTRAIL), kodiert und freigesetzt durch attenuierte
Adenoviren (Ad-stTRAIL), welche hierbei als Vektoren dienen sollen, eine
weitere Therapiemoglichkeit darstellen. Im Tiermodell wurde bereits nach
intramuskularer Applikation eine hochgradige Unterdrickung des Tumor-
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wachstums beobachtet, ohne dass dabei irgendwelche Nebenwirkungen

registriert werden konnten (123).

7.2 Spezieller Teil

Zytokine werden auch in der Tiermedizin zur Behandlung solider Tumoren
angewendet (174). In zahlreichen Studien wurden die Wirkungsweise und der
eventuell damit verbundene therapeutische Erfolg an verschiedenen Tumoren
bei Haustieren (Hund, Katze, Pferd und Rind) untersucht. Zytokine fanden ihre
Anwendung in solitarer Form oder als Zytokin-Kombination, aber meist in
Verbindung mit anderen Therapieformen (chirurgische Exzision, Chemotherapie
und Bestrahlungstherapie) (170).

Im Rahmen einer immunologischen Tumor-Gentherapie steht das Einbringen
eines therapeutischen Gens in eine Zielzellpopulation im Mittelpunkt des
Geschehens. Als mogliche Zielzellen gelten Tumorzellen oder spezifische
Effektorzellen des Immunsystems.

Innerhalb der Bekampfungsmdglichkeiten von Tumoren stellen sich zwei
Kategorien zur Wahl:

1) Ziel: Es soll eine genetische Korrektur der abnormalen Tumorzellen
erfolgen.

Beurteilung: Es ist unmdglich, das therapeutische Gen in jede Zielzelle
zu verbringen, was aber notwenig ist, da bekanntlich nur ein einziges
mutiertes Onkogen Ausldser fir Tumorwachstum sein kann.

2) Ziel: Die abnormale Tumorzelle soll zerstort werden, was durch das

Immunsystem per se oder durch direkte toxische Einwirkung auf die
Tumorzelle erfolgen kann (214).
Beurteilung: Das Immunsystem ist nicht immer in der Lage, eine
angemessene antitumorale Immunantwort zu entwickeln. Mit Hilfe
immuntherapeutischer Interventionen kann aber diese Entwicklung
unterstitzt und die Anzahl effektiver Immunzellen gesteigert werden (66,
211).
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Um dies erreichen zu konnen, besteht die Moglichkeit, dass man immuno-
logische Effektorzellen derart modifiziert, dass diese in der Lage sind, Tumor-
zellen besser zu erkennen und demzufolge weitere unterstitzende Zytokine zu
exprimieren. Man kann aber auch Tumorzellen einer Alteration unterziehen, um
eine Steigerung der Immunogenitat zu erreichen (21).

Es gibt verschiedene Strategien, eine Freisetzung von Zytokinen zu bewirken.
In vivo kann dies durch Applikation von Zytokinen per se oder in Kombination
mit einem immunogenen Stoff induziert werden. Es konnen aber auch
Tumorzellen, die zuvor mit Zytokin-Genen modifiziert wurden, in Form eines
Impfstoffes, verabreicht werden. Das Wort ,Impfstoff‘ bezieht sich in diesem
Zusammenhang auf eine modifizierte Antigen-Quelle (Tumorzellen), die zur
Aktivierung einer Immunantwort gegenuber einem bereits vorhandenen Tumor
oder dessen Metastasen dienen soll. Dies sollte nicht mit einer gewodhnlichen
passiven Impfung verwechselt werden, da diese als Prophylaxe gegen
Krankheiten Anwendung findet (105).

Im Rahmen der Immuntherapie wurden unter diesen Gesichtspunkten
unterschiedliche Strategien entwickelt. Bei der Verwendung von Tumorvakzinen
werden Tumorzellen ex vivo mit Zytokin-Genen, Antigenen oder allogenen
MHC-Molekilen genetisch modifiziert und nach Bestrahlung wieder reinjiziert.
Dieses Verfahren soll die Immunogenitat der Tumorzellen verstarken (66, 211,
129, 125). Des Weiteren besteht die Moglichkeit, gegen spezifische klonierte
tumor-assoziierte Antigene (TAA) zu immunisieren (214, 211). Man kann ex
vivo Effektorzellen (z. B. tumor-infiltrierende Lymphozyten (177), Dendritische
Zellen (211)) mit Hilfe von ,biological-response-modifiers“ (BRMs) derart
modifizieren und expandieren lassen, dass in vivo nach Reinjektion eine
Optimierung der TAA-Prasentation erzielt werden kann (172).

Die Verwendung autologer Tumorzellvakzinen hat unter anderem den Nachteill,
dass fur jeden einzelnen Patienten eine Tumorzelllinie hergestellt und deren
Modifizierung in vitro durchgefuhrt werden muss (66). Im Falle einer antigen-
spezifischen Immunisierung ist die Identifikation des spezifischen Tumor-
antigens unerlasslich, so dass auch in dieser Hinsicht ein weiterer Arbeits-
aufwand erforderlich ist (siehe 9.1).
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Eine alternative Strategie hierzu ist die direkte In-vivo-Transfektion von Tumor-
zellen (211, 62). Bei dieser Methode werden Bestandteile von Mikroorganismen
und Zytokin-Gene, welche direkt in den Tumor injiziert werden, benutzt (66, 62,
125). Bakterienwandprodukte (z. B. Lipopolysaccharide oder Muramyldipeptide)
und Zytokine (IFN-y oder GM-CSF) werden hierbei zur Entfachung der
zytotoxischen Funktion von Makrophagen verwendet (125). Zweck der Zytokin-
Gentherapie ist es, die antitumorale Immunantwort zu verstarken, indem die
genetische Information fur die Produktion bestimmter Zytokine direkt in normale
Zellen und/oder Tumorzellen eingebracht wird (105). Der Vorteil dieses
Verfahrens zeigt sich in der Tatsache, dass immun-stimulatorische Proteine
lokal produziert werden kénnen und somit an Ort und Stelle eine Immunantwort
gegenuber Tumorzellen erfolgen kann. Mogliche Nebenwirkungen, welche v. a.
bei systemischer Applikation zum Vorschein kommen, kdnnen dadurch weit-

gehend vermieden werden (79, 66).

Bei der lokalen Immuntherapie soll also folgendes erreicht werden (66):
1) Immunzellen sollen an den Ort des Tumorgeschehens gelockt werden.
2) Diese Zellen sollen nun die Tumorantigene erkennen und daraufhin in
einen aktivierten Zustand ubergehen und die Tumorzellen abtoten.
3) Diese antitumorale Antwort soll im immunologischen Gedachtnis gespei-
chert werden, sodass ein Schutz vor Rezidiven oder Metastasen ermog-

licht wird.

Eine lokale IL-2-Therapie ist bei einigen Tumortypen definitiv effektiver als die
Anwendung einer systemisch applizierten IL-2-Therapie (18).

Die Infiltration von Leukozyten am Entziindungsort erfordert eine koordinierte
und in definierten Zeitsequenzen ablaufende lokale Aktivierung von Leukozyten
und Endothelzellen. Im Falle einer systemischen IL-2-Anwendung wird vermutet,
dass die Leukozyten-Infiltration im Tumorgewebe suboptimal ist und aufgrund
dessen eine Koordinationsstorung der lokal ablaufenden Ereignisse entsteht
(35). Haufig wird dabei allerdings beobachtet, dass der Einsatz eines einzelnen
Zytokins oder einer Zytokin-Kombination (z. B. IL-2, IFN-y und GM-CSF) nicht

immer die erhoffte Wirkung zeigt. Grund dafur ist, dass noch weitere Faktoren,
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wie z. B. Tumortyp und Immunitatslage des Patienten, fuir das Gelingen einer
Zytokin-Therapie ausschlaggebend sind (22).

Trotz alledem hat sich die Kombination von Zytokinen als sinnvoll erwiesen, da
daraus resultierende Effekte, seien sie additiv oder synergistisch, von grof3em
Nutzen sein konnen. Die Zytokin-Kombination aus IL-2, IFN-y und GM-CSF
zeichnet sich durch folgende Wirkungen aus:

Kombiniert man IL-2 und IFN-y - es handelt sich bei beiden um Th1-Zytokine -
werden immunkompetente Effektorzellen durch IL-2 zur Proliferation und
Differenzierung angeregt. Zudem wird durch IFN-y eine gesteigerte
MHC-Expression auf Tumorzellen und eine Steigerung der Antigenprasentation
hervorgerufen (84, 228). AuRerdem stimulieren IL-2 und IFN-y das Wachstum
von NK-Zellen, wobei IFN-y obendrein deren Aktivitat zu steigern vermag (206).
GM-CSF ist als Komponente attraktiv, da es chemotaktisch auf T-Zellen, tumor-
infiltrierende Makrophagen und andere antigen-prasentierende Zellen (APC)
wirkt und diese auch aktivieren kann (21, 66, 125, 161). Die T-Zellen sind nun
aufgrund der MHC-I-TAA-Komplex-Erkennung in der Lage, die Tumorzellen
direkt zu erkennen und abzutdten. Im gleichen Moment findet eine T-Zell-
Aktivierung durch Prasentation der TAA Uber MHC-II-Rezeptoren der APC statt,
denn diese nehmen die Antigene der sterbenden Tumorzellen auf und
prasentieren sie, im Sinne eines ,cross-primings®, den T-Helfer-Zellen des
Immunsystems (66, 172). Man nimmt an, dass APC nach Antigen-Aufnahme
auch in die Milz wandern und dort erneut antigen-spezifische T-Zellen
stimulieren, was auch die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
zur Folge hat (211, 42, 161). GM-CSF und IL-2 erganzen sich optimal, da beide
Zytokine das Tumorwachstum hemmen und eine protektive Immunitat gegen-

uber Metastasen bei manchen Tumorarten erzeugen konnen (31).
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7.21 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Hundes

Tab. 10: die Anwendung von Zytokinen bei soliden Tumoren des Hundes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom Vero-hlL-2-Zellen; 170
L-SEB/cIL-2 (GM-CSF); 62, 118
rhTNF und rhIL-2 148
Mastzelltumor rhTNF und rhiL-2 148
Sticker-Sarkom IL-2 52
Osteosarkom IL-2-kodierende LDC-Infusion; 61
hIL-2-Liposom-Inhalation 122
primares Lungenkarzinom hIL-2-Liposom-Inhalation 122
Fibrosarkom L-SEA/cIL-2; 203
hIL-2-Liposom-Inhalation 122
anaplastisches Sarkom L-SEA/cIL-2 203
maligner Nervenscheidentumor | L-SEA/cIL-2 203
Plattenepithelkarzinom rhTNF und rhIL-2 148
Mammakarzinom rhTNF und rhiL-2 148
Synovialzellsarkom rhTNF und rhIL-2 148
(malignes Lymphom rhTNF und rhiL-2 148)

Legende:

rhiL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhTNF = rekombinanter humaner Tumor-
Nekrose-Faktor; LDC = Liposom-DNA-Komplex; L-SEA = in Liposomen eingebettetes
Staphylokokkus-Enterotoxin-A; L-SEB = in Liposomen eingebettetes Staphylokokkus-
Enterotoxin-B; hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor;
() = kein solider Tumortyp

Hunde werden haufig in Studien verwendet, da ihr Korper in vielerlei Hinsicht
ahnlich dem des Menschen reagiert. In der Tumorforschung sind naturlich

entstandene Tumoren des Hundes bessere Modelle als durch Noxen
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(z. B. Bestrahlung) induzierte Tumoren von Versuchsmausen. Entstehung,
Verlauf und mdgliches Ansprechen des jeweiligen Tumorgewebes auf eine
Therapie sind bei natlrlich vorkommenden Tumoren ,unverfalscht®.

Diese Studien sind auch fur die Tiermedizin von groRem Interesse, da auf diese
Weise gewonnene Erkenntnisse vielleicht schon in naher Zukunft, eine Grund-
lage flr neue Therapieformen zur Behandlung von Hunden mit Tumoren in der

Praxis bieten.

Canines malignes Melanom:

Das maligne Melanom des Hundes ist ein sehr aggressiver und frihzeitig
metastasierender Tumor. Gewohnliche Behandlungsformen (chirurgische
Exzision und ®°Co-Radiotherapie) erwiesen sich als relativ ineffektiv, da sich
nach 6 Monaten bei 80 % und nach 18 Monaten bei 100 % der behandelten
Hunde ein Rezidiv zeigte (meist Metastasen in Lunge und Lymphknoten).
Deshalb versuchte man in Studien, diese Behandlungsverfahren mit genthera-

peutischen MalRnahmen zu kombinieren (170).

Behandlung mit Vero-hIL-2-Zellen:

Durch die adjuvante Gabe von Zytokinen (Vero-hlL-2-Zellen) sollte eine
Steigerung der antitumoralen Aktivitat und damit eine verlangerte Uberlebens-
zeit der Hunde erzielt werden. Die Lebensqualitat der Hunde war oberste
Prioritat (170).

Man wahlte die Vero-Zelllinie (histoinkompatible Zellen) als zellularen Vektor,
da sich diese Zelllinie bereits z. B. bei der pharmazeutischen Produktion des
humanen Poliovirus-Impfstoffes als sehr effektiv erwiesen hatte (28).

Im Rahmen einer prospektiven randomisierten Studie wurden 32 Hunde mit
histologisch nachgewiesenem malignem Melanom diesem Verfahren unter-
zogen. Dabei dienten 16 der 32 Hunde (50 %) als Kontrollgruppe.
16 der 32 Tiere (50 %) erhielten zweimal pro Woche, uber einen Zeitraum von
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4 Wochen, eine peritumorale (p.t.) Injektion der 1-ml-Losung, welche eine
Konzentration von 3x10” Vero-hIL-2-Zellen enthielt. Alle 32 Hunde waren im
Vorfeld  einer  chirurgischen Exzision und lokalen  Bestrahlung

(°*°Co-Radiotherapie) des Tumors unterzogen worden.

Ergebnisse:

= Nach 6 Monaten waren 12 von 16 Hunden (75 %) der Kontrollgruppe,
aber nur 5 von 16 Hunden (31 %) der mit Vero-hIL-2-Zellen behandelten
Gruppe nach der Entwicklung eines Rezidivs gestorben.

= Nach 12 Monaten lag die Sterberate in der Kontrollgruppe bei
94 % (15 von 16 Hunden) und in der Vero-Gruppe bei 63 % (10 von
16 Hunden). Aufgrund dieser Daten zeigte sich, dass anhand einer direkt
peritumoral erfolgenden Vero-hlL-2-Injektion (plus vorhergehender
chirurgischer Exzision und lokaler Bestrahlung (*°Co-Radiotherapie)) ein
antitumoraler Effekt bei Hunden mit malignem Melanom bewirkt werden
konnte.

= Die mediane Uberlebenszeit verlangerte sich von 2,4 Monaten auf
9 Monate (170).

Die mediane Dauer der kompletten Tumorremission ist nicht bekannt. Ein
Signifikanzniveau wurde nicht angegeben. Diese Ergebnisse sind im Vergleich
zu konventionellen Therapiemethoden als durchaus positiv zu bewerten.
Dennoch ist der Beobachtungszeitraum zu kurz gewahlt, da hier nach
18 Monaten kein Vergleich der medianen Dauer der kompletten Tumor-
remission zu medianen Dauer der kompletten Tumorremission konventioneller

Therapiemethoden ermoglicht wird.

Ein ahnlicher Erfolg konnte auch anhand einer intratumoralen (i.t.)

Vero-hlL-2-Injektion verzeichnet werden (174). In einer prospektiven

randomisierten Dosis-Findungs-Studie erhielten neun Tiere (1 Hund mit

malignem Melanom, 8 Hunde mit anderen Tumoren) jeweils drei Injektionen

von 5x10° (Dosisstufe 1), 5x10° (Dosisstufe 2) und 5x10” Vero-hIL-2 Zellen,

verdunnt in 1,0 ml (Dosisstufe 1 und 2) und in 1,4 ml (Dosisstufe 3) eines
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Mediums. Dieser Hund lebte noch nach 24 Monaten und zeigte einen stabilen
Krankheitsverlauf.

Ein Wirkungsnachweis konnte unter Verwendung von einem Hund mit
malignem Melanom naturlich nicht geliefert werden. Dennoch ist die erreichte
Uberlebenszeit von mehr als 2 Jahren als sehr gut zu beurteilen.

Es wurden, wie bereits erwahnt, auch Hunde mit anderen Tumoren
(z. B. Nierenzellkarzinom, Leiomyosarkom, Synovialzellsarkom) verwendet, da
in dieser Studie die Untersuchung serologischer Veranderungen im peripheren
Blut im Vordergrund stand.

Hierbei beobachtete man am 5. Tag p.i. einen deutlichen Anstieg der
IL-2-Konzentration im Serum (p<0,5), welcher aber am 15. Tag wieder seinen
Ausgangswert erreichte.

Als interessant erwies sich die Tatsache, dass lokale Single-Injektionen von
IL-2 oder unmodifizierten Vero-Zellen eher zu einer verringerten Uberlebenszeit
fuhrten. Man vermutete, dass die Kombination von stimulierenden Zytokinen mit
den unspezifischen Wirkungen von xenogenen Zellen (Vero-Zellen) unerlasslich
sei, wenn eine therapeutische Wirkung erzielt werden soll (170). Denn IL-2 ist in
der Lage Natural-Killer-Zellen zu aktivieren, was in einer starken Immunantwort
resultiert. Korperfremde Vero-Zellen induzieren einen unspezifischen Reiz,
welcher zusatzlich zu einer Hemmung des Tumorwachstums oder eventuell

auch zur Abwehr des Tumors beitragt (34).

Behandlung mit einer Kombination von IL-2 (oder GM-CSF) und einer fiir
Staphylokokken-Enterotoxin-B (SEB) kodierenden Lipid-Plasmid-DNA-Komplex:

Superantigene (SAg) sind bakterielle Proteine, die aufgrund ihrer einzigartigen
Struktur eine Verbindung zwischen MHC-Molekulen und T-Zell-Rezeptoren
herstellen kdonnen und somit eine Signal-Transduktion ermdglichen. Die Folge
ist eine T-Zell-Proliferation, eine Zytokin-Sekretion (z. B. IL-2, IL-12, IFN-y,
TNF-a) und somit ein generell gesteigerter zytolytischer Effekt auf maligne

Zellen (130, 194). Die lokale Applikation solcher immunmodulatorischer
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Substanzen kann nicht nur eine lokale, sondern auch eine systemische
Immunitat induzieren (191, 62).
Eine nur lokal erfolgende SAg-Expression ermdglicht eine effektive Aktivierung
tumor-infiltrierender Immuneffektorzellen, ohne dass dabei diverse Neben-
wirkungen einer systemischen Applikation hervorgerufen werden (62).
Kationische Liposom-DNA-Komplexe (CLDC) weisen eine relativ schwache
Immunogenitat auf und eignen sich fur die Freisetzung von Genen, da sie eine
Gabe mehrerer Dosen uber einen bestimmten Zeitraum erlauben (203).
Eine direkt in vivo erfolgende Transfektion von Tumoren (in diesem Falle mit
Staphylokokken-Enterotoxin-A-Gen oder -B-Gen und IL-2 bzw. GM-CSF) ist
eine Strategie, die viele Vorteile bietet. Unter Verwendung von immunstimu-
latorischen Genen ist es mdglich, eine Immunantwort gegenuber einer grolieren
Bandbreite von Tumorantigenen zu induzieren, als man dies in vitro mit
kultivierten Tumorzellen oder mit Dendritischen Zellen erreichen kann. Die
Hauptaufgabe des koinjizierten Zytokin-Gens ist mdglicherweise, die durch
SAg-Gene induzierte Wirkung zu modifizieren und/oder zu steigern. Das
IL-2-Gen kann, wenn es lokal zusammen mit SAg exprimiert wird, das lokale
Uberleben und die Funktion von tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL)
steigern, die in situ durch das lokal exprimierte SAg angelockt und aktiviert
worden sind (62). Wird statt IL-2 das GM-CSF-Gen eingesetzt, macht man sich
dessen Fahigkeit zunutze, Makrophagen und Dendritische Zellen stimulieren
und die Antigenprasentation gegenuber von T-Zellen steigern zu kdnnen (162).
Die Regression des Tumors und die Entwicklung einer ausgepragten Infiltration
von T-Zellen und Makrophagen sprechen fir die Entwicklung einer lokalen und
systemischen Immunitat (62, 212).
Die Kombination von IL-2 (oder GM-CSF) und einer fur Staphylokokken-
Enterotoxin-B (SEB) kodierenden Lipid-Plasmid-DNA Komplex erwies sich bei
Hunden mit malignen Melanomen unterschiedlicher Stadien als erfolgver-
sprechend.
In einer prospektiven Studie (Dauer: 12 Wochen) injizierte man 26 Hunden mit
histologisch nachgewiesenem malignem Melanom jede zweite Woche eine flr
Staphylokokken-Enterotoxin-B (SEB) kodierende Lipid-Komplex-Plasmid-DNA
und IL-2 (bzw. GM-CSF) direkt in den Tumor (62).
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Das Praparat enthielt SEB- und IL-2-Plasmid-DNA (oder GM-CSF-
Plasmid-DNA) zu gleichen Teilen. Nach Maéglichkeit wurde die Substanz auch in
den regionalen Lymphknoten appliziert. Die Tiere wurden wahrend der Studie

weder chirurgisch, radiotherapeutisch noch chemotherapeutisch behandelt.

Es wurden, je nach Tumorgrdlie, zwei verschiedene Dosierungen verwendet:
= Bei einer Tumorgréfie von <18 cm?® wurden 400 ug Plasmid-DNA injiziert.

= Bei einer TumorgréRe von >18 cm® wurden 800 pg Plasmid-DNA injiziert.

Die Tiere, deren Tumoren innerhalb dieser 12 Wochen eine PR, oder zumindest
eine SD aufzeigten, erhielten die gleiche Dosis, nun aber im Intervall von einem
Monat. Die Behandlung wurde solange durchgefuhrt bis sich eine komplette

Remission einstellte.

Gruppenzusammensetzung:
» 2 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-IV (mit Metastasen in
der Lunge)
» 16 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-Il|
(Tumorgrole: >4 cm? mit Metastasen im regionalen Lymphknoten)
= 5 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-II
(TumorgrofRe: 2 - 4 cm? ohne Lymphknotenbeteiligung)

» 3 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-I (TumorgroRRe: <2 cm?).

SEB- und IL-2-Plasmid-DNA:

Vier der 26 Hunde (malignes Melanom Stadium-Ill; TumorgroRe: >4 cm? mit

Metastasen im regionalen Lymphknoten) wurden mit SEB in Kombination mit
clL-2-Plasmid-DNA behandelt.

Ergebnisse:
= Drei der 4 Hunde (75 %) zeigten nach der Therapie (12. Woche) eine CR.
= Der 4. Hund sprach auf die Therapie nicht an und wurde in der 5. Woche
euthanasiert.
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Einer der 3 Hunde mit CR entwickelte Metastasen in der Lunge und
wurde nach 6 Monaten euthanasiert.

Ein weiterer Hund mit CR starb nach 15 Monaten aus anderen Grinden
(zeigte aber zum Zeitpunkt des Todes keine Anzeichen eines Rezidivs).

Der 4. Hund blieb tiber einen Zeitraum von 18 Monaten rezidivfrei.

SEB- und GM-CSF-Plasmid-DNA:

22 der 26 Hunde wurden mit SEB in Kombination mit GM-CSF-Plasmid-DNA

behandelt (20 Hunde hatten ein primares orales malignes Melanom und

2 Hunde hatten ein malignes Melanom an den Zehen mit Metastasen im

regionalen Lymphknoten).

Ergebnisse:

16 von 22 Hunden (73 %) vollendeten die 12-wdchige Therapie.
Die gesamte Remissionsrate (partielle Remission (PR) oder komplette
Remission (CR) des Tumors) betrug 41 %.
Alle 3 Hunde mit Stadium-I sprachen auf die Therapie an (PR oder CR).
3 von 5 Hunden (60 %) mit Stadium-Il kamen in Remission.
4 von 12 Hunden (33 %) mit Stadium-Ill kamen in Remission. 9 der
12 Hunde mit Stadium-Ill (75 %) uberlebten das Therapieintervall von
12 Wochen. 5 dieser 9 Hunde (56 %) Uberlebten 14 Monate und 4 dieser
9 Hunde (44 %) Uberlebten 22,5 Monate. Die mediane Uberlebenszeit
der Hunde mit malignem Melanom Stadium-Ill betrug 16,5 Monate. Die
Hunde mit malignem Melanom Stadium-Ill zeigten nach der Behandlung
mit SEB in Kombination mit GM-CSF eine signifikant verlangerte
mediane Uberlebenszeit (p<0,02) gegeniiber der Kontrollgruppe. Bei der
Kontrollgruppe handelte es sich um Tiere aus einer verwandten Studie,
die ein malignes Melanom Stadium-Ill aufwiesen und deren Tumoren
ausschlieBlich operativ entfernt wurde (mediane Uberlebenszeit:
3,75 Monate). Uber die Anzahl und Zusammensetzung der Kontroll-
gruppe ist nichts bekannt.
Keiner der beiden Hunde mit Stadium-IV sprach auf die Therapie an.
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= 5 Hunde wurden inital mit einer Single-Gentherapie behandelt (3 Hunde
nur mit SEB, 2 Hunde nur mit GM-CSF). Keiner dieser Hunde sprach auf
die Therapie an. Alle 5 Hunde wurden danach der Kombinationstherapie
unterzogen.

= Die auf die Therapie ansprechenden 10 Hunde zeigten in den ersten
10 Wochen nach Therapiebeginn eine Reduktion der Tumorgroéfe. Einer
dieser Hunde zeigte dies jedoch erst nach 2 Monaten.

= Auffallend war bei einigen Hunden im Blut eine hohe zytotoxische

T-Zell-Aktivitat. Diese Hunde sprachen auf die Therapie an.

Die TumorgroRe erwies sich im Rahmen dieser Therapie als ausschlaggebend:
» Die Remissionsrate der Tiere mit Stadium-| betrug 100 %.
» Die Remissionsrate der Tiere mit Stadium-Il betrug 60 %.
= Die Remissionsrate der Tiere mit Stadium-Ill betrug 33 %.

» Die Remissionsrate der Tiere mit Stadium-IV betrug 0 %.

Ernste systemische oder chronische Nebenwirkungen (z. B. in Form einer
Immunkrankheit) konnten hier auch nach dem Zeitraum von zwei Jahren nicht
beobachtet werden, da die im Tumor produzierte SAg-Konzentration als zu
gering betrachtet wurde. Tiere mit einem progressiven Tumorwachstum wurden
euthanasiert.

Diese Studie kann als durchaus sehr erfolgreich gewertet werden. Leider wurde
keine Kontrollgruppe verwendet. DarlUber hinaus wurden weder rezidivfreie
Zeiten noch bei dem Stadium-l und Stadium-Il Uberlebenszeiten angegeben,
was bei einer Remissionsrate von 100 % bzw. 60 % von gro3em Interesse

gewesen ware, um die Erfolge dieser Therapie besser einschatzen zu kdnnen.

Eine neue prospektive randomisierte Doppelblind-Studie ergab, dass eine
intravendse LDC-Infusion (Liposom-DNA-Komplex-Infusion) nicht in einer
messbaren Genexpression im Tumorgewebe resultiert. In dieser Studie wurde
ein LDC verwendet, der eine fur canines Endostatin kodierende DNA aufwies.

Als Placebo wurde eine Luciferase-Plasmid-DNA verwendet.
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Dabei wurden 13 Hunde 1x wochentlich in einem Zeitraum von 6 Wochen mit
einer intravendsen LDC-Infusion behandelt, welche entweder die
Endostatin- oder Luciferase-Plasmid-DNA trug. Drei Tage nach der letzten
Infusion wurden die Tumoren fur histologische und immunhistochemische
Untersuchungen chirurgisch entfernt. Wahrend der 6-wdchigen Therapie
wurden dreimal Biopsien entnommen.

In die Studie wurden keine Hunde aufgenommen, die im Vorfeld einer Radio-

therapie unterzogen worden waren.

Ergebnisse:

= 2 von 13 Hunden (15 %) mit kutanen Weichteilsarkomen zeigten eine
deutliche Regression des Tumors.

= 8 von 13 Hunden (61 %) wiesen einen stabilen Krankheitsverlauf
wahrend des Behandlungszeitraumes von 6 Wochen auf.

= Die hier behandelten Tumoren konnten mit Hilfe der LDC-Infusion nicht
transfiziert werden. Eine transgene Expression konnte nicht nachge-
wiesen werden. Man Uberlegte, dass kutane Weichteilsarkome
moglicherweise weniger leicht transfiziert werden kénnen, als dies bei
anderen Tumorarten moglich ist. Es konnte auch sein, dass bei dieser
Applikationsroute hauptsachlich endotheliale Zellen transfiziert werden
und nicht die Tumorzellen an sich. Die hier verwendeten LDC wurden fur
die Gen-Freisetzung im Lungengewebe optimiert. Fur ein optimales
Ergebnis musste eventuell im Vorfeld eine LDC-Modifizierung
vorgenommen werden.

= Bei 12 der 13 Hunde wurde die Mikrovaskularisationsdichte (MVD)
untersucht. Bei 6 von 12 Hunden (59 %) wurde nach Vollendung der
6 Behandlungen eine signifikante Senkung der MVD festgestellt. Dies
wurde sowohl nach der Endostatin-Gabe, als auch nach der Luciferase-
Gabe dokumentiert. Demnach ging man auch hier davon aus, dass
intravendse LDC-Infusionen moglicherweise eine nicht-spezifische
antitumorale Aktivitat aufweisen und die Tumorangiogenese hemmen
(118).
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Behandlung mit rh TNF und rhiL-2:

Interleukin-2, auch bekannt als T-Zell-Wachstumsfaktor, induziert bei
systemischer Applikation die Produktion von CD4*-T-Zellen und Autoanti-
korpern. DarUber hinaus steigert es die antitumorale Wirkung von
IL-2-abhangigen ,lymphokine-activated-killer-cells* (LAK-Zellen) (148).

Der rekombinante Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) und IL-2 wirken im Hinblick auf
eine Tumorregression ebenfalls synergistisch (223). In dieser Kombination ist
es moglich, die IL-2-Dosis deutlich zu reduzieren (bis zu 90 %). Ein besonderer
Vorteil dabei ist, dass starke Nebenwirkungen, die bei einer systemischen
Applikation auftreten, vermieden werden kénnen. Man nimmt an, dass eine
Regulation der Rezeptorexpression stattfindet. Tatsachlich ist es wohl so, dass
daraus nicht nur eine funktionale, sondern auch proliferative Expansion von
LAK-Zellen resultiert (infolge der Induktion von IL-2-Rezeptoren, welche durch
TNF eine hohe Affinitat entwickeln) (23). Dies kann v. a. bei Verwendung der
Kombination IL-2 und TNF - nicht aber bei IL-2 alleine - beobachtet werden
(148).

Innerhalb einer klinischen Phase-I-Studie wurde an 30 Hunden die Kombination
rhTNF und rhiL-2 getestet. Bei 22 der 30 Hunde hatte sich im Vorfeld eine
Behandlung mit konventionellen Therapiemethoden als wirkungslos erwiesen
und es war eine weitere Uberlebenszeit von maximal 6 Wochen zu erwarten.

Dreizehn von diesen 30 Hunden hatten ein orales malignes Melanom.

Gruppenzusammensetzung:

= 7 der 13 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-II
(6x malignes Melanom an den Gingiven, 1x malignes Melanom an der
Zunge).

= 3 der 13 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-IlI
(2x malignes Melanom an den Gingiven, 1x malignes Melanom an der
Zunge).

= 3 der 13 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-I1V

(3x malignes Melanom an den Gingiven).
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Ziel dieser Studie war einerseits, eine maximal tolerierbare Dosis zu finden und
andererseits, anhand dieser Dosis, einen moglichst hohen Wirkungseffekt zu
erreichen. Demnach wurde eine maximal tolerierte rhTNF-Dosis von 125 mg/m?
ausgewahlt, welche einmal taglich Uber einen Zeitraum von 3 Tagen, in Form
einer Infusion (verdinnt mit 100 ml einer 0,9 %igen NaCl-Lésung) intravends
verabreicht wurde. Danach wurden 1,5x10° Einheiten/m? rhiIL-2 {iber einen
Zeitraum von 9 Tagen subkutan verabreicht. Eine behandlungsfreie Zeit von

9 Tagen folgte.

Nach dieser Therapie wurden folgende Ergebnisse dokumentiert:
= 5 von 13 Hunden (38 %) mit oralem malignem Melanom zeigten eine

Tumorregression.

1 der 5 Hunde wies eine komplette Remission (CR) des Tumors auf.

Dieser Hund blieb 3 Jahre in CR.

= 1 der 5 Hunde zeigte eine partielle Remission (PR) des Tumors. Bei
diesem Hund wurde auf histologischer Ebene eine Nekrose und
Grollenreduktion der oralen Lasion und einer Lymphknoten-Metastase
festgestellt.

= Nebenwirkungen zeigten sich bei den Hunden in Form von Vomitus,
Diarrhd, Fieber und Schwache. Allerdings waren diese meist vorher-
sehbar und reversibel.

= Auf hamatologischer Ebene wurde eine Hypalbuminamie, eine transiente

asymptomatische Hypoglykamie, eine leichte Monozytose (bedingt durch

die Behandlung mit rhTNF) und eine Leukozytose (Eosinophilie,

Neutrophilie), welche mit rhiL-2 in Korrelation gesetzt wurde, beobachtet.

Es wurden keine Lymphozyten-Funktionstests durchgefuhrt.

Weitere Uberlebenszeiten sind nicht bekannt (148).

Vor kurzem wurde in In-vitro-Studien herausgefunden, dass nach Stimulation

mit rhiL-2 bei verschiedenen caninen Tumorzellen im Vergleich zu Zellen

gesunder Hunde eine deutlich geringere Aktivitat von LAK-Zellen (p<0,01)

registrierbar ist. Es wird vermutet, dass die reduzierte zytotoxische Aktivitat auf

einer herabgesetzten Proliferationsfahigkeit der rhlL-2-aktivierten NK-Zellen und
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auf einer verminderten Fahigkeit der LAK-Zellen, Zielzellen abtdten zu kdnnen,

fundiert (82). Dies kdnnte den begrenzten Erfolg der Studie begrinden.

Caniner Mastzelltumor:

Behandlung mit rhTNF und rhIL-2:

In einer Anwendungsbeobachtung wurde anhand von 2 Hunden mit
Mastzelltumoren (Stadium-1V) die Wirksamkeit von rhTNF und rhlL-2 erprobt.
Sie erhielten am 1., 2. und 3. Tag der Therapie 130 ug/m? rhTNF (i.v.) und vom
4. bis zum 17. Tag taglich 1,2x10° U/m2rhIL-2 (in Form einer subkutan
implantierten osmotischen Pumpe, welche das rhlL-2 kontinuierlich Gber den
Zeitraum von 14 Tagen abgibt).

In dieser Anwendungsbeobachtung wurde gezielt der Effekt dieser Zytokine auf
periphere Blutlymphozyten (PBL) untersucht. Man kam zu dem Ergebnis, dass
eine Aktivierung von Zellen kranker Hunde anhand dieser Zytokine nur in einem
deutlich geringeren Ausmaly erreicht werden kann, als dies bei gesunden

Hunden mdglich ist (98).

Die Wirkung von rhTNF und rhlL-2 wurde auch im Rahmen einer klinischen
Phase-I-Studie an 30 Hunden mit Tumoren getestet (siehe 7.1.2 ,canines
malignes Melanom*). Bei 22 der 30 Hunde hatte sich im Vorfeld eine
Behandlung mit konventionellen Therapiemethoden als wirkungslos erwiesen
und es war eine weitere Uberlebenszeit von maximal 6 Wochen zu erwarten.
Sechs dieser 30 Hunde hatten einen histologisch nachgewiesenen

Mastzelltumor.

Gruppenzusammensetzung:
= 3 Hunde hatten einen Mastzelltumor Stadium-llla.
» 1 Hund hatte einen Mastzelltumor Stadium-IVa.
= 1 Hund hatte einen Mastzelltumor Stadium-IVb.
» 1 Hund hatte einen Mastzelltumor Stadium-V.
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Die Hunde erhielten eine rhTNF-Dosis von 125 mg/m? welche intravends
einmal taglich Uber einen Zeitraum von 3 Tagen in Form einer Infusion
(verdinnt mit 100 ml einer 0,9 %igen NaCl-Losung) verabreicht wurde. Dann
wurden 1,5x10° Einheiten/m? rhiL-2 subkutan {iber einen Zeitraum von 9 Tagen

appliziert. Eine behandlungsfreie Zeit von 9 Tagen folgte.

Ergebnisse:

= Bei einem der 6 Hunde (16 %) wurde histologisch eine partielle
Tumornekrose (<50 %) dokumentiert.

= Bei 3 der 6 Hunde (50 %) wurde histologisch eine partielle Tumornekrose
(>50 %) dokumentiert.

= Bei 2 der 6 Hunde (33 %) wurde eine komplette Tumornekrose
dokumentiert. Einer der beiden Hunde verstarb an einem durchge-
brochenen DUnndarm-Ulkus mit Peritonitis. Bei dem 2. Hund wurde im
Primartumor eine komplette Tumornekrose nachgewiesen. Die Lymph-
knoten-Metastasen blieben jedoch unbeeinflusst. Dieser Hund verstarb

plétzlich am Ende des ersten Therapiezyklus.

Auf hamatologischer Ebene wurde eine Hypalbuminamie, eine transiente
asymptomatische Hypoglykamie, eine leichte Monozytose (bedingt durch die
Behandlung mit rhTNF) und eine Leukozytose (Eosinophilie, Neutrophilie),
welche mit rhIL-2 in Korrelation gesetzt wurde, beobachtet.

Es wurde vermutet, dass die Eosinophilie bei diesem Tumortyp mdglicherweise
auf einer Produktion des Eosinophilen-Wachstum-stimulierenden Faktors durch
T-Lymphozyten und auf der Degranulation der Mastzellen, welche die
Eosinopoese und Chemotaxis stimuliert, basiert (68). Leider konnte man den
Auswirkungen des freigesetzten Histamins durch die Gabe von

H>-Rezeptor-Blockern (Cimetidin) nicht entgegenwirken (148).
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Canines Sticker-Sarkom:

Behandlung mit IL-2:

In einer Studie wurde die Wirksamkeit einer einmalig lokal applizierten
IL-2-Dosis  (1x10°U in 1ml) an 19 Hunden mit dem Sticker-Sarkom
(,transmissible venereal Tumor*) getestet. Dabei zeigten 6 der 19 Hunde (32 %)
eine komplette Remission des Tumors (52). Dieses Ergebnis ist aufgrund

fehlender Studiendaten nicht beurteilbar.

Canines Osteosarkom:

Das Osteosarkom des Hundes ist ein relativ haufig vorkommender Tumor, der
hochgradig zur Metastasenbildung in der Lunge neigt. Ist ein Osteosarkom
erstmal in die Lunge metastasiert (Stadium-1V), gibt es keine konventionelle
Therapiemoglichkeit (Chemotherapie, Bestrahlung), mit der betroffene Hunde
behandelt werden kdénnen (212).

Man versuchte in vivo eine direkte Tumor-Transfektion mit Hilfe viraler und
non-viraler Vektoren zu erreichen. Wiederholte systemische Verabreichungen
viraler Vektoren erwiesen sich als problematisch, da der Therapieverlauf meist
von ernsten Nebenwirkungen begleitet war, welche mit der Entwicklung einer
Immunitat gegen die viralen Vektoren begriindet wurden (63).

Man weil3, dass durch die intraven0se Freisetzung von Genen aus
Liposom-DNA-Komplexen eine antitumorale Aktivitdt hervorgerufen wird (60,
29). Die Entwicklung einer Immunitat gegen den Vektor konnte allerdings nicht
beobachtet werden (133). In diesen Studien wurden Zytokin-Gene (z. B. IL-2,
IL-12, IFN-y), angiogenese-hemmende Gene (z. B. Endostatin) und apoptose-

induzierende Gene verwendet (60, 134, 20).
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Behandlung mit IL-2-kodierenden Liposom-DNA-Komplexen (LDC):

In folgender prospektiven Studie wurde versucht, die geeignete Dosis unter
Verwendung von IL-2-kodierender Liposom-DNA-Komplexen (LDC) unter dem
Aspekt einer optimalen Wirksamkeit zu finden (61).

Behandelt wurden hierbei 20 Hunde mit Osteosarkom-Metastasen (nachge-
wiesen durch rdéntgenologische Verfahren), welche nach vorhergehender
Amputation der betroffenen Gliedmalle und konventioneller adjuvanter
Chemotherapie mit Doxorubicin, Cisplatin oder Carboplatin (212), resistente
Tumormetastasen aufwiesen.

Man war der Meinung, dass nach intravendser Applikation von LDC ein Grofteil
der transgenen Expression vorwiegend in der Lunge und im Gefallendothel
erfolgt (128). Diese Tatsache bietet eine neue Perspektive in der Behandlung
von primaren oder sekundaren Lungentumoren.

Man entschied sich flr eine Behandlungsdauer von 12 Wochen mit einem
7-tagigen Behandlungsintervall (d. h. insgesamt 12 Infusionen/Hund). Nach
Ablauf der 12-wdchigen Therapie wurde durch Roéntgen (Thorax) die
Metastasenentwicklung begutachtet. Diejenigen Tiere, deren Lungen-
metastasen eine partielle Regression zeigten, wurden weiterhin in einem
1-monatigen Behandlungsintervall mit der IL-2-kodierenden LDC-Infusion
behandelt.

Man kam zu folgenden Ergebnissen:
= Dosis:
Bei Hunden mit einem Gewicht von 25 kg liegt die tolerierte Hochstdosis
bei 20 pg/kg Plasmid-DNA (Gesamt-DNA-Dosis: 500 pg), wenn sie

langsam Uber 90 Minuten infundiert wird (Infusionsrate: 55 ul/min).

=  Tumorantwort:

Finf der 20 Hunde (25%) =zeigten innerhalb des ersten
Behandlungsmonates ein progressives Tumorwachstum. Diese Hunde
wurden euthanasiert. Einer der 20 Hunde (5 %) erlangte eine komplette
Remission innerhalb der 12-wochigen Therapie. Dieser Hund verblieb
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Uber einen Zeitraum von 16,6 Monaten in Remission, zeigte dann aber
erneut Osteosarkom-Metastasen in der Lunge. Zwei der 20 Hunde (10 %)
Uberlebten in einer stabilen Krankheitslage fast 30 und 33,3 Monate. Es
bestand der Verdacht, dass diese Ergebnisse auf einer anhaltenden
Hemmung der Angiogenese basierten.

Von 14 Hunden, die den ersten Behandlungsmonat Uberlebten, zeigten
3 Hunde (21 %) eine Tumorremission (partiell oder vollstandig) und
4 Hunde (28 %) blieben hinsichtlich der MetastasengrofRe wahrend der
12 Wochen stabil.

Nebenwirkungen:

Die meisten Hunde reagierten mit vorubergehendem Fieber und
deutlichen Leukogramm-Veranderungen (Lymphopenie, Thrombozyto-
penie). Die Lymphopenie wurde als Konsequenz einer schnellen
Aktivierung des Immunsystems und Lymphozyten-Margination interpre-
tiert. Die Thrombozytopenie wurde durch die Aktivierung des Immun-
systems und folgender Aggregation der Thrombozyten an das Endothel,
welches durch LDC aktiviert wurde, erklart. Die Hunde zeigten dabei ein
lethargisches Verhalten und Anorexie. Nach Ende der Therapie erholten
sich die Hunde und die Blutparameter waren nach einem gewissen
Zeitraum wieder im Referenzbereich. Behandlungswiederholungen
wurden von den Hunden gut vertragen und es zeigten sich keine
Anzeichen einer kumulativen Toxizitat.

Drei Hunde erhielten 20 fir IL-2 kodierende LDC-Infusionen in einem
Zeitraum von 1,5 bis 3 Jahren, ohne dabei Anzeichen einer kumulativen

Toxizitat oder sonstiger Nebenwirkungen zu zeigen.

Immunohistochemische Untersuchungen:

Im Lungengewebe der Hunde konnte eine geringe hlL-2-Genexpression

nachgewiesen werden. Interessant war, dass dies in keinem anderen

Gewebe beobachtet werden konnte. Nichtsdestotrotz interpretierte man

die erzielte Wirkung als Effekt einer starken Aktivierung des

angeborenen Immunsystems. Man nahm an, dass dies durch das lokal
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produzierte |IL-2 unterstltzt wurde und die intravendse LDC-Infusion in
einer schnellen Immunsystem-Aktivierung resultierte, welche Uber
24 - 48 Stunden aufrechterhalten wurde.

In den ersten 24 Stunden nach einer LDC-Infusion fand eine deutlich
verstarkte B7.2- und MHC-II-Expression auf der Zelloberflache der
caninen Monozyten statt, die mit Aktivierung der Monozyten und der
Produktion von IFN-y einherging. 24 Stunden nach der Infusion zeigten
mononukleare Zellen der Osteosarkom-Hunde eine spontane, gegen
MHC-unpassende Zielzellen gerichtete, ansteigende zytolytische Aktivitat.
Dennoch erreichte die NK-Zell-Aktivitat, die moglicherweise durch die
LDC-induzierte IL-12-Freisetzung vermittelt wurde (63), keinen signifi-
kanten Level (p=0,07).

Aufgrund dieser Daten konnte davon ausgegangen werden, dass es
madglich sei, mit Hilfe einer fur IL-2 kodierenden LDC-Infusion die ange-

boren Immunitat der Hunde zu triggern.

Zur Ermittlung der Uberlebensrate wurden die Daten der 20 Hunde mit den

Daten einer historischen Kontrollgruppe, bestehend aus 40 Hunden gleichen

Alters und Osteosarkom Stadium-IV (inkl. Lungenmetastasen), verglichen. Eine

eigenstandige Placebo-Kontrollgruppe wurde im Rahmen dieser Studie nicht

eingerichtet.

Die mittlere Uberlebenszeit der unbehandelten Hunde (d.h. nur
behandelt mit Amputation und Chemotherapie) betrug 2,7 Monate, die
mediane Uberlebenszeit 1,9 Monate.

Die mittlere Uberlebenszeit der Hunde, die mit einer fiir IL-2 kodierenden
LDC-Infusion behandelt wurden, lag bei 7,6 Monaten und die mediane
Uberlebenszeit bei 2,7 Monaten.

Im statistischen Vergleich (Kaplan-Meier-Analyse) konnte eine statistisch
signifikante Steigerung (p<0,026) der Gesamtuberlebenszeit behandelter

Hunde im Vergleich zu unbehandelten Hunden aufgezeigt werden (61).

Obgleich nur 3 der 20 Hunde (15 %) eine deutlich verlangerte Uberlebenszeit

zeigten, konnte diese Therapie einen sehr guten Ansatz zur Behandlung von

Hunden mit Osteosarkom-Lungenmetastasen liefern.
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Behandlung mit einer hiL-2-Liposom-Inhalationstherapie:

In einer prospektiven Anwendungsbeobachtung wurde die Wirkung einer
hiL-2-Liposom-Inhalationstherapie an 9 Hunden getestet. Darunter befanden
sich 4 Hunde mit Osteosarkom-Lungenmetastasen, die bereits unterschied-
lichen konventionellen Behandlungsverfahren unterzogen worden waren.

Bei diesem Praparat handelte es sich um folgende Stoffzusammensetzung:
humanes rekombinantes IL-2 (1x10°1U), synthetisches Lipid-Dimyristoyl-
Phosphatidyl-Cholin (DMPC) (20 mg) in 3,5 ml Natrium-Chlorid-L6ésung und
humanes Serum-Albumin (hSA).

Die Hunde erhielten zweimal taglich eine Inhalationstherapie mit hIL-2-
Liposomen (4,0 ml Gber 20 min). Die Tiere wurden 30 Tage lang behandelt. Bei
keinem der Hunde wurden toxische oder allergische Nebenwirkungen festge-

stellt.

Man dokumentierte folgende Ergebnisse:

= 2 von 4 Hunden (50 %) mit Osteosarkom zeigten eine komplette
Remission (CR) aller Metastasen, wobei einer der beiden Hunde
zusatzlich eine CR der Metastasen im Ln. praescapularis aufwies. Dieser
Hund wurde im Vorfeld der Studie konventionell therapiert (Amputation
der betroffenen Gliedmalle und adjuvante Chemotherapie mit Cisplatin).
Diese 8-jahrige Labrador-Hundin wurde 60 Tage behandelt. Die CR blieb
ca. 20 Monate stabil.

= Der zweite Osteosarkom-Hund mit CR, ein 9-jahriger Golden Retriever,
wurde vor Studienbeginn einer Radiotherapie unterzogen. Dieser Hund
wurde 30 Tage lang mit der hiL-2-Liposom-Inhalationtherapie behandelt.
In diesem Fall konnte eine CR Uber einen Zeitraum von ca. 12 Monaten

dokumentiert werden.

Auf zellularer Ebene wurde folgendes festgestellt:

Mittels broncho-alveolarer Lavage (BAL) wurde festgestellt, dass die Anzahl der
Zellen deutlich anstieg (p=0,01) und durch signifikant erhohte Anteile von
eosinophilen  Granulozyten (p=0,006), Makrophagen und Lymphozyten
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(p=0,008) charakterisiert war. Die Eosinophilie wurde in Korrelation mit der
Applikationsform gesetzt. Man vermutete, dass die Lymphozytose und der
registrierte Anstieg von CD4"- und CD8'-T-Zellen auf der spezifischen zell-
vermittelten Immunantwort gegenuber Metastasen (nach Stimulation durch IL-2)
basierten.

Die mediane zytolytische Aktivitat der BAL-Effektorzellen war im Vergleich zu
Beginn der Therapie nach 15 Tagen signifikant erhoht (p=0,01). Die
Kombination aus der angestiegenen Anzahl von BAL-Effektorzellen und ihrer
individuellen zytolytischen Aktivitdt deutete auf eine biologisch wirksame
Steigerung einer antitumoralen Immunaktivitdt in der Lunge. Nach dem
Zeitraum von 30 Tagen wurde eine Abnahme der zytolytischen Aktivitat von
BAL-Effektorzellen registriert, welche dann der zytolytischen Aktivitat zu Beginn
der Studie ungefahr gleichkam.

Alle behandelten Hunde entwickelten Antikorper gegen hlL-2 und hSA. Dabei
zeigten sich allerdings keine klinischen Symptome (122).

Da in dieser Anwendungsbeobachtung vier unterschiedlich vorbehandelte
Hunde verwendet wurden und das Behandlungsregime Variationen unterlag,
kann aus den Ergebnissen keine allgemeinglltige Therapiebeurteilung

abgeleitet werden.

Caniner primérer Lungentumor und Lungenmetastasen:

Behandlung mit einer hiL-2-Liposom-Inhalationstherapie:

In einer prospektiven Anwendungsbeobachtung wurde die Wirkung einer
hiL-2-Liposom-Inhalationstherapie an 9 Hunden getestet (122). Darunter
befanden sich 2 Hunde mit primarem Lungenkarzinom und 7 Hunde mit
Lungenmetastasen (4 Hunde hatten ein Osteosarkom an der Gliedmale (siehe
7.21 ,canines Osteosarkom®), 1 Hund ein Mammakarzinom, 1 Hund ein

Melanom an den Zehen und 1 Hund ein Fibrosarkom).
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Ergebnis:

Ein 13-jahriger Labrador mit primarem Lungenkarzinom zeigte eine Regression
des Lungentumors (TumorgroRe zu Beginn der Therapie: 17,8 cm?;
TumorgroRe nach Therapie: 14,1 cm3), welche Uber einen Zeitraum von
ca. 8 Monaten stabil blieb. In dieser Zeit wurden keine weiteren Lasionen
registriert.

Der Therapieverlauf der restlichen Hunde ist nicht bekannt. Es wird nur
angegeben, dass 4 der 7 behandelten Hunde ein progressives Tumorwachstum

zeigten und euthanasiert wurden. Eine Kontrollgruppe wurde nicht aufgefuhrt.

Canine Weichteiltumoren (caniner maligner Nervenscheidentumor, canines

Fibrosarkom, canines anaplastisches Sarkom):

Behandlung mit einer in Lipiden eingebetteten Zusammensetzung aus dem
Staphylokokkus-aureus-Enterotoxin-A und caninem IL-2 (L-SEA/cIL-2):

Im Rahmen einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die intratumorale
Applikation einer in Lipiden eingebetteten Zusammensetzung aus dem
Staphylokokkus-aureus-Enterotoxin-A und caninem Interleukin-2 (L-SEA/cIL-2)
an 16 Hunden mit Weichteiltumoren (9 maligne Nervenscheidentumoren
(,malignant peripheral nerve sheath tumor® (MPNST)), 6 Fibrosarkomen,
1 anaplastisches Sarkom) in den Stadien-| bis Stadium-Ill getestet.

Die 16 Hunde erhielten wochentlich eine intratumorale Injektion der
L-SEA/cIL-2-Kombination in einer initialen Dosis von 240 pug oder
480 pg Plasmid-DNA in einem Medienvolumen von 0,8 ml (je nach Tumor-
groflie). Bei kleineren Tumoren wurde versucht, die Injektion moglichst diffus
und peritumoral zu applizieren. Bei sehr groflen Tumoren wurde v. a. in die
Tumorbasis injiziert.

Die Dosis wurde bei den Hunden, bei welchen eine partielle Remission (PR),
eine Minimalremission (MR) oder einen stabilen Krankheitszustand (SD) zu
erwarten war, zum ersten Mal in den Wochen 5 - 8 und ein zweites Mal in den

Wochen 9 - 12 verdoppelt (maximale Dosis: 1.920 yg Plasmid-DNA).

-118 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

Nach der Entfernung des Tumors erhielten die Hunde vier weitere Injektionen
(einmal wochentlich fur einen Zeitraum von 4 Wochen) direkt in das Tumorbett,
wobei jeweils dieselbe Dosierung beibehalten wurde. Hunde, die ein
progressives Tumorwachstum aufwiesen, wurden nicht weiter immun-
therapeutisch behandelt.

Nach der 12-woéchigen Therapie wurden die Tumoren histologisch und

immunohistochemisch untersucht.

Ergebnisse:

» 3 Hunde der 16 Hunde (18 %) zeigten eine CR.

* Ein Hund der 16 Hunde (6 %) zeigte eine PR.

= Ein Hund der 16 Hunde (6 %) zeigte eine SD Uber den Behandlungs-
zeitraum von 12 Wochen.

= Bei 11 von 16 Hunden (69 %) wurde ein progressives Tumorwachstum
festgestellt.

= Bis zum Erreichen der individuellen maximalen Tumorantwort verstrichen
median 53 Tage.

= Auf hamatologischer und biochemischer Ebene konnten Kkeine
Parameter-Abweichungen festgestellt werden.

» Die 4 Hunde mit CR oder PR zeigten auf histologischer Ebene eine
Infiltration von Immunzellen (CD3*-T-Zellen, CD79a"-Zellen).

Nach mehreren Injektionswiederholungen mit L-SEA/cIL-2 traten Neben-
wirkungen in Form von Diarrhd, Lethargie und Vomitus auf, wobei aber keine
dieser Nebenwirkungen als schwerwiegend und somit als dosis-limitierend
eingestuft wurde. Diese Tiere bedurften zur Beseitigung der Nebenwirkungen
keiner Behandlung (203).

Es soll darauf hingewiesen werden, dass in der genannten Studie die Sicherheit
und die Effektivitat einer intratumoralen Gabe von L-SEA/cIL-2 ermittelt werden
sollte. Eine mdgliche Steigerung der medianen Uberlebenszeit galt nicht als Ziel
der Studie. Aus den verodffentlichten Studiendaten geht nicht hervor welcher
Tumortyp in Remission kam. Dennoch konnten offensichtlich bei Hunden mit
kleinen Tumoren (Volumen vs. Injektionsmenge) und niedrigem Tumorstadium
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(Phanotyp) ein Therapieerfolg erzielt werden. Eine Kontrollgruppe wurde jedoch

nicht aufgeflhrt.

Canines Plattenepithelkarzinom:

Behandlung mit rhTNF und rhIL-2:

Im Rahmen einer klinischen Phase-I-Studie wurde an 30 Hunden mit Tumoren
die Kombination rhTNF und rhlL-2 getestet (siehe 7.2.1 ,canines malignes
Melanom*). Bei 22 der 30 Hunde hatte sich im Vorfeld eine Behandlung mit
konventionellen Therapiemethoden als wirkungslos erwiesen und es war eine
weitere Uberlebenszeit von maximal 6 Wochen zu erwarten. Von diesen
30 Hunden hatten 4 Hunde ein histologisch nachgewiesenes Plattenepithel-

karzinom.

Gruppenzusammensetzung:
= 1Hund  hatte ein orales Plattenepithelkarzinom  Stadium-lI
(Lokalisation: harter Gaumen und Gingiven).
* 1 Hund hatte ein pharyngeales Plattenepithelkarzinom Stadium-IIlI.
= 1 Hund hatte ein nasales Plattenepithelkarzinom Stadium-IlI.

= 1 Hund hatte ein orales Plattenepithelkarzinom Stadium-IV.

Ergebnisse:

= Bei 3 der 4 Hunde (75 %) konnte eine partielle Regression (PR) des
Tumors erreicht werden.

= Einer dieser 3 Hunde wies ein grol¥flachiges orales Plattenepithel-
karzinom Stadium-IV auf und zeigte nach der Behandlung mit rhTNF die
deutlichste PR des Tumors. Dieser Hund war jedoch wahrend der
rhTNF-Therapie mit einer Radiotherapie (insgesamt 10 Gy Uber einen
Zeitraum von 7 Tagen) und einer intralasionalen radiofrequenten Hyper-

thermie-Therapie behandelt worden.
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= Bei 2 der 4 Hunde (50 %) war die (PR) nur geringgradig. Diese Hunde
hatten ein pharyngeales und nasales Plattenepithelkarzinom Stadium-IIl.

= Der 4. Hund (orales Plattenepithelkarzinom Stadium-Il) sprach auf die
rhTNF-Therapie nicht an.

Nebenwirkungen zeigten sich bei den Hunden in Form von Vomitus, Diarrhd,
Fieber und Schwache. Allerdings waren diese meist vorhersehbar und
reversibel.

Auf hamatologischer Ebene wurde eine Hypalbuminamie, eine transiente
asymptomatische Hypoglykamie, eine leichte Monozytose (bedingt durch die
Behandlung mit rhTNF) und eine Leukozytose (Eosinophilie, Neutrophilie),
welche mit rhiL-2 in Korrelation gesetzt wurde, beobachtet.

Die Uberlebenszeiten sind nicht bekannt (148).

Canines Mamma-Adenokarzinom und canines Synovialzellsarkom

Behandlung mit rh TNF und rhiL-2:

Im Rahmen einer klinischen Phase-I-Studie wurde an 30 Hunden mit Tumoren
die Kombination rhTNF und rhlL-2 getestet (siehe 7.2.1 ,canines malignes
Melanom*). Von diesen 30 Hunden hatten 2 Hunde ein Mamma-Adenokarzinom
(Stadium-1V) und ein Hund ein Synovialzellsarkom.

Bei beiden Hunden mit Mamma-Adenokarzinom und dem Hund mit
Synovialzellsarkom konnte keine Regression des Tumors dokumentiert werden.
Auf hamatologischer Ebene wurde eine Hypalbuminamie, eine transiente
asymptomatische Hypoglykamie, eine leichte Monozytose (bedingt durch die
Behandlung mit rhTNF) und eine Leukozytose (Eosinophilie, Neutrophilie),

welche mit rhiL-2 in Korrelation gesetzt wurde, beobachtet (148).
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Canines malignes Lymphom

Behandlung mit rhTNF und rhIL-2:

Obgleich es sich beim ,maligen Lymphom® nicht um einen soliden Tumor
handelt, wird dieser Tumortyp wegen seines haufigen Vorkommens in der
tierarztlichen Praxis erwahnt.

Innerhalb einer klinischen Phase-I-Studie wurde an 30 Hunden die Kombination
rhTNF und rhiL-2 getestet (siehe 7.2.1 ,canines malignes Melanom®). Vier der
30 Hunde hatten ein histologisch nachgewiesenes malignes Lymphom
(Stadium-Vb).

Bei 1 der 4 Hunde (25 %) konnte eine Lymphknotenverkleinerung um ca. 25 %
registriert werden, wohingegen sich bei den restlichen 3 der 4 Hunde (75 %)
keine Regression des Tumors einstellte. Uberlebenszeiten sind nicht bekannt
(148).
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7.2.2 Immuntherapie bei soliden Tumoren der Katze

Tab. 11: die Anwendung von Zytokinen bei soliden Tumoren der Katze

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
felines Fibrosarkom Vero-hlL-2-Zellen; 170
ALVAC-felL-2; NYVAC-hulL-2; 117
AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y; 208, 34, 222, 221
felL-2, felFN-y und feGM-CSF 120, 188
(mittels Plasmid-KS oder Plasmid-Inj.); siehe 7.2.2
feGM-CSF
(mittels Plasmid-Inj.) siehe 7.2.2
Legende:

hIL-2 = humanes Interleukin-2; felL-2 = felines Interleukin-2; felFN-y = felines Interferon-y;
feGM-CSF = feliner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor;

AdV = adenoviraler Vektor; ALVAC-felL-2 = fir felines IL-2 kodierendes rekombinantes
Kanariepoxvirus; NYVAC-hulL-2 = fir humanes IL-2 kodierendes rekombinantes Vacciniavirus;
KS = Kollagenschwamm; Inj. = Injektion

Felines Fibrosarkom (FSA):

Das Fibrosarkom (FSA) ist eine haufig vorkommende und als bdsartig
einzustufende Neoplasie der Katze (100). Obgleich dieser Tumor nur in
geringem Ausmaly zur Metastasierung neigt (<15 %), wird die Prognose im
Allgemeinen als unguinstig eingestuft (28, 27).

Betroffene Katzen konnen mit einer chirurgische Exzision des Tumors und einer
lokalen Radiotherapie (mit '’Ir, Gesamtdosis 60 Gy) behandelt werden.
Hinsichtlich der Uberlebensdauer zeigten diese Therapieverfahren leider nur
geringe Erfolge, da ca. 50 % der so behandelten Katzen bereits innerhalb von
sechs Monaten ein Rezidiv aufwiesen (28, 27).

Die hohe Rezidivrate spricht in diesem Falle flr ein nicht vorhandenes

immunologisches Gedachtnis gegentber diesem Tumortypen (170).
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Behandlung mit Vero-hIL-2-Zellen:

Daher untersuchte man die Wirksamkeit einer adjuvanten Therapie mit
Vero-hlL-2-Zellen. Dabei handelt es sich um histoinkompatible Zellen, die ein
Plasmid (pTG5324) beinhalten, welches hlL-2 exprimiert (siehe 7.2.1).

Im Rahmen dieser prospektiven randomisierten Studie erhielten Katzen nach
einer Tumor-Operation und Radiotherapie jeweils 7 peritumorale Injektionen
von 3x10” Vero-hIL-2-Zellen (in einer gebrauchsfertigen 1 ml-Lésung bestehend
aus DMEM (,Dulbecco's Modified Eagle's Medium®), DMSO (,dimethyl

sulfoxide®) und humanem Serum-Albumin).

Es wurden 4 Katzengruppen gebildet:

1. Gruppe (16 Katzen): nach Tumor-Operation und Radiotherapie jeweils
7 peritumorale Injektionen von 3x10’ Vero-hlL-2-Zellen;

2. Gruppe (Kontrollgruppe; 16 Katzen): Tumor-Operation und Radiotherapie;

3. Gruppe (Kontrollgruppe; 4 Katzen): nach Tumor-Operation und Radio-
therapie jeweils 7 peritumorale Injektionen von 3x10” unmodifizierten
Vero-Zellen;

4. Gruppe (Kontrollgruppe; 2 Katzen): nach Tumor-Operation und Radio-
therapie jeweils 7 peritumorale Injektionen von 1,2 ug rhiL-2.

Der Tumor wurde eine Woche vor Beginn der Radiotherapie operativ entfernt.
Die ersten beiden Injektionen wurden den Katzen zu Beginn und am Ende der
5-tagigen Radiotherapie appliziert. Die 5 weiteren Injektionen wurden zuerst im
wochentlichen (ab Woche 2) und dann im Abstand von 2 Wochen verabreicht
(Gruppe 1, 3 und 4).

Ergebnisse:
= Es konnte bei den mit Vero-hlL-2-Zellen behandelten Katzen, eine
Steigerung der medianen Uberlebenszeit von 8 auf Uber 16 Monate
erzielt werden (p<0,02), wobei sich die Rezidivrate auf 31 % senkte
(p<0,007). Dies wurde auch durch Ergebnisse einer anderen Studie
bestatigt, da hier nach intratumoraler Applikation von Vero-hlL-2-Zellen
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eine Steigerung der Uberlebensrate auf 70 %, verglichen zu den 30 %
der Kontrollkatzen, dokumentiert werden konnte (174).

*» In dieser Studie entwickelte nur eine Katze Nebenwirkungen in Form
einer anaphylaktischen Reaktion. Bei den anderen Katzen wurden nur
lokale Entzindungsreaktionen registriert.

* Inder 1. Gruppe (Vero-IL-2-Zellen) wurden keine signifikanten Verander-
ungen beziglich der CD4"- und CD8'-Lymphozyten beobachtet. In
Gewebsbiopsien konnte nur innerhalb der ersten Stunde post
injectionem (p.i.) ein positives transgenes DNA-Signal nachgewiesen
werden.

= Die Analyse mononuklearer Zellen (mittels PCR) ergab zu keinem Zeit-
punkt ein positives Ergebnis. Im Plasma der Katzen konnte hlL-2 nur
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden p.i. nachgewiesen werden. Dabei
muss beachtet werden, dass zwischen Katze und Mensch eine
IL-2-Sequenzhomologie von nur 77 % besteht (43, 44). Daher ist eine
Entwicklung von Anti-hIL-2-Antikbrpern im Katzenorganismus nicht
ausgeschlossen. Folglich ist es mdglich, dass im Korper eine groldere
Menge an hlL-2-Molekulen zirkuliert als tatsachlich nachgewiesen

werden kann.

Man war der Meinung, dass die Anwendung von hIL-2 nur in Kombination mit
einer starken lokalen Entzindungsreaktion, wie sie durch die wiederholt
durchgefuhrte Injektion mit xenogenen Zellen verursacht wird, zu dem
gewulnschten Erfolg fuhrt. Eine derartig starke Immunantwort, ausgelést durch
hiIL-2 (inkl. Aktivierung der NK-Zellen) und dem unspezifischen Reiz (bedingt
durch die korperfremden Vero-Zellen) bewirke eine Hemmung des

Tumorwachstums oder sogar eine Tumorabwehr (170).

-125 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

Behandlung mit ALVAC-felL-2 oder NYVAC-hulL-2:

In einer weiteren prospektiven randomisierten Fibrosarkom-Studie dienten
rfelL-2-exprimierende Poxviren (das rekombinante Kanariepockenvirus ALVAC
und das rekombinante Vacciniavirus NYVAC) als Vektoren. Hierbei wurden
18 Katzen einer Behandlung mit ALVAC-felL.-2 und 18 Katzen einer
Behandlung mit NYVAC-hulL-2 unterzogen. Weitere 18 Katzen dienten als
Kontrollgruppe, deren Tumor operativ entfernt und eine adjuvante
Brachytherapie (mit Iridium) angewandt wurde.
Die gentherapeutisch behandelten Katzen erhielten jeweils 7 Injektionen der
Poxvirus-IL-2-Rekombinanten in einer Dosishdhe von entweder 5x10° DICCso
ALVAC-felL-2 (18 Katzen) oder 5x10%" PFU NYVAC-hulL-2 (18 Katzen) in
0,5 ml Puffer subkutan in das Tumorbett. Die Injektionen wurden am 1. und
5. Tag der ersten Woche, dann jeweils am ersten Tag der Woche 2, 3, 4, 6 und
8 durchgeflihrt. Ziel dieser Abstande war das Erreichen einer Expression Uber
einen Zeitraum von 8 Wochen. Der Expressionshohepunkt wurde am 4. Tag p.i.
erwartet.
Die Behandlung wurde von den Katzen gut toleriert. Manche Tiere zeigten
lokale EntzUndungsreaktionen, die allerdings keiner weiteren Behandlung
bedurften.
Die Katzen wurden im darauf folgenden Jahr im 6-monatigen Abstand
kontrolliert. Als Rezidivrate ergab sich

* bei den Kontrollkatzen: 61 %

= bei den mit ALVAC-felL-2 behandelten Katzen: 28 %

= bei den mit NYVAC-hulL-2 behandelten Katzen: 39 %

Die Rezidivraten der einzelnen Behandlungsgruppen erwiesen sich, verglichen
mit der Kontrollgruppe, als statistisch signifikant verringert (p<0,01). Dennoch
zeigten sich innerhalb der drei Gruppen keine Unterschiede in der Uberlebens-

zeit (mediane Uberlebenszeit: 6 - 7 Monate) (117).
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Behandlung mit Ad-hIL-2 und Ad-felFN-y:

Daruber hinaus wurde im Rahmen einer prospektiven, randomisierten,
kontrollierten, doppelblinden  Phase-I-Studie  (Dosisfindungsstudie) ein
Therapiekonzept erprobt, welches die Ergebnisse der Vero-IL-2-Studien
erweitern sollte.

Dabei wurde an Katzen postoperativ ein adenoviraler Gentransfer in das
Tumorbett durchgefihrt. Die replikationsdefekten, rekombinanten Adenoviren
stimulieren die von ihnen transfizierten Zellen zur Produktion von hlL-2
(Ad-hIL-2/AdTG6624) und felFN-y (Ad-felFN-y/AdTG13273) (siehe 4.3.1.2). Die
Injektion erfolgte an 5 Tagen (Tag 1, 2, 3, 6 und 7) (222, 208, 34).

Insgesamt 27 Katzen gingen in diese Studie ein. Acht der 27 Katzen dienten als
Kontrolltiere und wurden ausschlieBlich einer chirurgischen Exzision des
Tumors unterzogen.

19 Katzen wurden in vier Gruppen unterteilt und erhielten folgende Dosierungen:

= Gruppe 1 (4 Tiere): 2x10” IU AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
= Gruppe 2 (4 Tiere): 1x108 IU AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
= Gruppe 3 (2 Tiere): 2,5x108 1U AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
= Gruppe 4 (9 Tiere): 5x10° [lU AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y

In dieser Studie wollte man, im Hinblick auf die Aktivierung von NK-Zellen, die
additiven Wirkungsweisen beider Stoffe nutzen. Des Weiteren sollte durch
IFN-y eine Hemmung des Zellwachstums erreicht werden. Somit sollten
eventuell im Operationsgebiet verbliebene Tumorzellen abgetotet und damit ein
Rezidiv verhindert werden. Als maximal tolerierbare Dosis (MTD) wurde die
Dosis 5x10° IlU AdV-hIL-2 und 5x10® IU AdV-felFN-y ermittelt.

Im Rahmen einer weiteren prospektiven randomisierten kontrollierten
Phase-I-Studie wurden 20 Katzen mit histologisch nachgewiesenem felinem
Fibrosarkom einer chirurgischen Therapie in Kombination mit einer

praoperativen intratumoral erfolgenden adenoviralen Gentherapie mit AdV-hlL-2

und AdV-felFN-y unterzogen. Zu beachten ist, dass in dieser Studie die

Erfassung und Auswertung wichtiger klinischer, hamatologischer und
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labordiagnostischer Parameter (mit auftretenden Toxizitaten) im Vordergrund

stand.

Die 20 Katzen wurden in vier Gruppen unterteilt und erhielten folgende

Dosierungen:

Gruppe 1 (3 Tiere): 1x10” IU AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
Gruppe 2 (3 Tiere): 5x107 U AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
Gruppe 3 (3 Tiere): 1x10% 1U AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y
Gruppe 4 (11 Tiere): 5x108 [lU AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y

Weitere 8 Katzen dienten als Kontrolltiere. Die Tumoren dieser Tiere wurden

ausschlieflich chirurgisch behandelt.

Die insgesamt 28 Katzen wurden nach der Operation in regelmalligen

Intervallen auf Metastasen oder Rezidive kontrolliert.

Es konnte folgendes dokumentiert werden:

Als maximal tolerierbare Dosis (MTD) wurde die Dosis
1x10% 1U AdV-hIL-2 und 1x108 U AdV-felFN-y ermittelt.
Von den insgesamt 28 Tieren waren 10 Katzen am Tag 365 rezidivfrei
(5 Kontrolltiere, 5 gentherapeutisch behandelte Katzen), 13 Katzen
zeigten eine Rezidiv (Zeitraum: 42 - 357 Tage), 2 Katzen entwickelten
Lungenmetastasen und wurden euthanasiert, 1 Katze verstarb aus
anderen Grunden und 2 Kontrolltiere schieden aus der Studie aus.
Die mittlere rezidivfreie Zeit lag bei 262 Tagen (Kontroll-
gruppe: 280 Tage). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen allen therapierten Katzen und den Kontrolltieren festgestellt
werden (p=0,170).
Sowohl bei Katzen mit Immunstimulation als auch bei Kontrolltieren
wurde ein reduziertes Allgemeinbefinden beobachtet, welches als Folge
des Therapie-Stresses gewertet wurde. Zwei Katzen (Gruppe 4)
reagierten jedoch auf die 1. Injektion mit einer Reduktion des Allgemein-
befindens. Diese Reaktionen wurden aufgrund der engen zeitlichen
Korrelation mit der Gentherapie und der Unvertraglichkeit dieser Dosis-
stufe in Verbindung gesetzt. Diese beiden Katzen verstarben im
Anschluss an die verabreichte Therapie. Bei den anderen Tieren wurden
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postoperativ z. T. eine verzogerte kapillare Fullungszeit oder blasse
Schleimhaute beobachtet, was mit einem Blutverlust durch den
operativen Eingriff erklart wurde. Eine Katze wies nach der 1. Injektion
petechiale Blutungen auf Haut und Schleimhdauten auf (es wurde
vermutet, dass die Veranderung der Permeabilitatsverhaltnisse durch die
Zytokintherapie bedingt sein kdnnte). Des Weiteren wurde bei einigen
Tieren ein Anstieg der Korpertemperatur und eine Leukozytose
beobachtet.

Weder bei der Dosis 5x10 [U AdV-hIL-2 und 5x10” IU AdV-felFN-y noch
bei der Dosis 1x10% U AdV-hIL-2 und 1x10® IU AdV-felFN-y konnten
hiL-2-Konzentrationen im Serum gemessen werden. Bei der klinisch
schlecht tolerierten Dosis 5x10% 1U AdV-hIL-2 und 5x10® U AdV-felFN-y
konnte eine Transgenexpression mit Abschwemmung von IL-2 in den
Blutkreislauf durch messbare Serum-Interleukin-2-Konzentrationen nach-
gewiesen werden. Hinsichtlich der Steigerung der IL-2-Expression wurde
die intratumorale Injektion von AdV-hlL-2 und AdV-felFN-y im Vergleich
zu einer postoperativen Gabe als effektiver bewertet.

Drei Katzen wiesen bereits vor der 1. Injektion neutralisierende Anti-
korper gegen humane Adenoviren (Vektor: Virussubtyp 5) auf. Man ging
davon aus, dass bei diesen Katzen eine Immunantwort gegen den Vektor
bereits mit der Sekretion von Immunglobulinen (Ig) vom Typ IgG durch
Gedachtniszellen (B-Zellen) stattfindet (sonst: Bildung von IgM, welches
erst spater von IgG unterstitzt wird).

Man Uberlegte aber, ob sich spezieseigene Gene nicht besser eignen
wurden, da sich gebildete Antikorper auch gegen korpereigenes IL-2
richten konnten (221).

Behandlung mit felL-2, felFN-y und fe GM-CSF:

Des Weiteren wurde auch der non-virale Gentransfer der felinen Zytokin-Gene

felL-2, felFN-y und feGM-CSF als adjuvante Immuntherapie beim Fibrosarkom

der Katze untersucht (klinische Phase-I-Studie) und auf ihre Wirksamkeit
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getestet. Im Rahmen dieser Dosisfindungsstudie wurden die Zytokine zu
gleichen Anteilen kombiniert. Dabei wurde die Dosierungen 75 ug/Plasmid,
150 pg/Plasmid, 300 ug/Plasmid und 600 pg/Plasmid verwendet.
Die Verwendung einer derartigen Zytokin-Kombination bietet die Moglichkeit,
synergistische oder additive Effekte der Zytokine untereinander auszunuitzen.
Man erhofft sich, eine gegen den Tumor gerichtete Immunitat zu erreichen,
gegebenenfalls auch unter der Verwendung geringerer Dosen (226, 176, 124).
Durch den Einsatz ausschlieRlich feliner Zytokin-Gene soll die Entstehung von
Abwehrmechanismen verhindert werden, die gegen das xenogene Transgen
gerichtet sind und durch welche transgen-tragende Zellen lysiert werden.
Zudem soll die Bildung von Antikorpern abgewendet werden, wenn nicht gar die
Ingangsetzung autoimmuner Prozesse, da dies moglicherweise eine verringerte
Genexpression zur Folge hatte (135, 169). Bei der Verwendung feliner Gene
hofft man zusatzlich eine effektivere Zytokin-Wirkung zu erzielen, was in einer
verbesserten antitumoralen Immunantwort resultieren wurde.
Zur Gewahrleistung eines reprasentativen Ergebnisses, wurden in dieser Studie
nur Katzen aufgenommen, deren Tumoren (Primartumor oder Rezidiv) am
Rumpf lokalisiert waren. Dartber hinaus wurden nur Katzen behandelt, die
zuvor keinerlei adjuvanter Therapie (Chemo-, Strahlen- oder Gentherapie)
unterzogen worden waren.
Im Verlauf dieser Studie wurde Katzen direkt nach der Tumorexstirpation
(en-bloc-Resektion) ein Kollagenschwamm (KS) in das Tumorbett implantiert.
Der KS fungierte als Trager fur Plasmide, die jeweils fur felL-2, felFN-y und
feGM-CSF kodierten. Die verwendete Plasmid-DNA wurde an Polyethylenimin
(PEI) assoziiert und mit einem Hullpolymer (P6YE5C) ummantelt.
Die Verwendung eines Kollagenschwammes als Tragermaterial hat sich zur
Bewerkstelligung eines Gentransfers als sehr geeignet erwiesen, da sich seine
Herstellung sowie sein Einsatz in vivo als problemlos gestalteten. Im Tumorbett
eingesetzt, tragt er zu einer optimalen Wundheilung bei, da sein Material
blutstillend ist und als Leitschiene fur einsprossendes Granulationsgewebe
dient. Das Kollagen selbst weist nur eine sehr geringe Immunogenitat auf (201).
Dieses Material kann vom Organismus ohne weiteres im Laufe der Zeit lysiert
werden. Der Entwicklung eines potentiellen Rezidivs konnte somit entgegen
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gewirkt werden, da verbliebene Fibrosarkomzellen in den Kollagenschwamm

einwachsen und durch Aufnahme der Zytokin-Gene, eine gesteigerte

Immunogenitat (durch evil. vermehrte Expression von MHC-I- und MHC-II-

Molekulen im Tumorgebiet (188)) bewirkt wirde.

Ergebnisse:

600 ug/Plasmid wurde als maximal tolerierte Dosis festgesetzt, da hier
ein Abfall der Lymphozytenpopulation als Ausdruck einer Reaktion auf
das Transgen bzw. auf dessen Expressionsprodukt beobachtet wurde.
Postoperativ stellte man in manchen Fallen die Bildung eines Seroms
fest, welches aber nicht therapiebedurftig war. Das Allgemeinbefinden
der behandelten Katzen wurde durch die Therapie nicht beeintrachtigt.
Nach der Behandlung mit felL-2, felFN-y und feGM-CSF konnte bei den
Katzen eine Rezidivfreiheit von 46 % (6 von 13 Tieren) nach Ablauf eines
Jahres dokumentiert werden. Fur Katzen, deren Tumoren allein durch
chirurgische Exstirpation behandelt worden waren, ermittelten andere
Autoren nach einem Jahr eine Rezidivfreiheit von 11 - 54 % (49, 117).
Zwei von 13 Katzen (15 %) entwickelten innerhalb des Untersuchungs-
jahres Metastasen. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Daten
Uberein, welche eine Metastasierungsrate von 10 - 24 % angeben (45,
39).

Weitere Beobachtungen lieRen vermuten, dass Tumoren mit einem
geringen Durchmesser zu einer geringeren Rezidivrate neigen wurden,
als Tumoren von erheblicher Gréfe (120).

Diese Therapiestrategie biete, so war man der Meinung, einen

praxisrelevanten Modus fur die Bekampfung dieses aggressiven Tumors.

Behandlung mit feGM-CSF oder felL-2, felFN-y und feGM-CSF:

An der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen lauft derzeit eine FSA-Studie, in welcher die Wirksamkeit von intra-
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tumoral injizierten Plasmiden, welche die Gene fur feGM-CSF oder fur fellL-2,
felFN-y und feGM-CSF enthalten, untersucht wird.

Die Injektion erfolgt 14 Tage und 7 Tage vor der en-block-Resektion des
Tumors. Hierbei wurde das Zytokinplasmid an Eisenmolekule assoziiert und
mittels Magnetofektion am Ort des Tumors zentriert.

Die Tiere werden ein Jahr lang in regelmafRigen Abstanden auf die Entwicklung
eines Rezidivs kontrolliert und dabei Blutproben entnommen. Ergebnisse sind
Ende des Jahres 2006 zu erwarten (Dissertation von Anika Jahnke und
Cornelia Fischer, in Vorbereitung zur Einreichung, Ludwig-Maximilians-
Universitat Mlnchen).

Die Verwendung von Zytokinen zur Behandlung des felinen Fibrosarkoms
konnte in Zukunft eine gute Therapiemoglichkeit bieten. Der Ersatz humaner
Zytokine durch feline Zytokine scheint ein wichtiger Ansatzpunkt zu sein, um die
Effektivitat dieser Therapieart zu steigern. Weitere Studien missen noch
durchgefuihrt werden, um die beste Zytokin-Kombination, Dosierung und

Applikationsart zu ergrunden.
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7.2.3 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Pferdes

Tab. 12: die Anwendung von Zytokinen bei soliden Tumoren des Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
equines Sarkoid IL-2/Cisplatin; 193
D609, KC12 und rhTNF-a 160
malignes Melanom IL-12; 96
IL-12 plus IL-18 74
Legende:

IL-2 = Interleukin-2; D609 = Tricyclodecan-9-yl-xanthogenate;
KC,2 = Kalisalz der Laurinsaure; rhTNF-a = rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor;
IL-12 = Interleukin-12; IL-18 = Interleukin-18

Equines Sarkoid:

Das equine Sarkoid ist ein aggressiver Hauttumor des Pferdes, Esels und
Maultieres. Die Entstehung dieses Tumors basiert auf der Mutation von
Fibrozyten und wird in unterschiedliche Kategorien (warzig, fibroblastisch,
gemischt warzig-fibroblastisch, nodular, etc.) klassifiziert.

Bei 20 % aller equinen Neoplasien handelt es sich um equine Sarkoide, wobei
sie 90 % aller Hauttumoren beim Pferd reprasentieren.

Es wurde bereits auf verschiedenen Wegen versucht, sei es durch chirurgische
Exzision, Kryotherapie, Exzision mittels CO,-Laser, Immuntherapie (mittels
Baypamun P oder BCG (140)), Brachytherapie, Hyperthermie, autologe
Tumorzell-Vakzinen oder Chemotherapie, diesen Tumor zu behandeln. Bislang

konnte allerdings noch keine sicher kurative Therapie entwickelt werden (19).
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Behandlung mit einer Kombination aus einem Chemotherapeutikum (Cisplatin)
und IL-2:

Daher versuchte man durch Kombination eines Chemotherapeutikums
(Cisplatin) mit einem Zytokin (IL-2) einen besseren Erfolg zu erzielen, als es bei
der Verwendung einer Monotherapie mdglich ist. Die Wahl dieser Kombination
beruht auf der Annahme, dass sich Cisplatin und IL-2 in ihren Wirkungsweisen
optimal erganzen (19).

An 35 Pferden unterschiedlicher Rassen und einem Esel (insgesamt
46 Sarkoide unterschiedlicher Klassifikation und Lokalisation) wurde diese
Therapie in einer prospektiven Studie erprobt. Man wollte herausfinden,
inwiefern sich die Wirkung einer einmalig erfolgenden hoch dosierten
IL-2-Injektion (in Kombination mit Cisplatin) von der einer sich Ofter
wiederholenden (5 - 10x) niedrig dosierten IL-2-Injektion (ohne Cisplatin)
unterscheidet. Die Tumoren wurden im Vorfeld nicht chirurgisch entfernt (mit
Ausnahme des Esels, da er ein periokulares Sarkoid mit Ulzerationen aufwies,

die dem Tier Beschwerden bereiteten).

Demnach wurden die 36 Tiere in drei Gruppen unterteilt.
1. Gruppe (11 Pferde, 12 Sarkoide):
intratumorale Injektion von 200.000 IU IL-2, einmal taglich an 5 aufeinander

folgenden Tagen;

2. Gruppe (10 Pferde, 12 Sarkoide):
intratumorale Injektion von 200.000 IU IL-2, einmal taglich an 2x5 aufein-
ander folgenden Tagen (Zwischenintervall: 2 Tage, insgesamt 10 Behand-

lungstage);

3. Gruppe (14 Pferde und 1 Esel, 22 Sarkoide):
Tag 0: intratumorale Injektion von Cisplatin (1 mg/m? Tumoroberflache)

Tag 10: intratumorale Injektion von 4,5x10° [U/ml IL-2.

-134 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

Es konnten folgendene Ergebnisse dokumentiert werden (3. Gruppe):
Nach 3 Monaten:
= 6 von 15 Tieren (40 %) zeigten eine partielle Remission (PR).
= 3 von 15 Tieren (20 %) zeigten eine komplette Remission (CR).
Nach 6 Monaten:
= 3 von 15 Tieren (20 %) zeigten eine PR.
= 6 von 15 Tieren (40 %) zeigten eine CR.
Nach 9 Monaten:
= 4 von 15 Tieren (27 %) zeigten eine PR.
= 8von 15 Tieren (53 %) zeigten eine CR.
Nach 12 Monaten:
= 4 von 15 Tieren (27 %) zeigten eine PR.
= 8von 15 Tieren (53 %) zeigten eine CR.

Therapieerfolg (PR und CR) nach einem Beobachtungszeitraum von

12 Monaten:
1. Gruppe: bei 36 % der Tiere (PR: 2 Tiere (18 %); CR: 2 Tiere (18 %))
2. Gruppe: bei 50 % der Tiere (PR: 4 Tiere (40 %); CR: 1 Tier (10 %))
3. Gruppe: bei 80 % der Tiere (PR: 4 Tiere (27 %); CR: 8 Tiere (53 %))

In der 3. Gruppe konnten demnach die besten Effekte erzielt werden (3. Gruppe
vs. 1. Gruppe: p=0,03; 3. Gruppe vs. 2. Gruppe: p=0,001).

Bei Vorhandensein mehrerer Sarkoide konnte kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der CR-Rate dokumentiert werden. Die Tumorremission wurde

durch die Entwicklung einer systemischen Immunitat nach IL-2-Gabe erklart.

Nebenwirkungen traten in Form von Hautrétungen und Odemen auf, welche bei
manchen Tieren Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Monaten bestehen
blieben. Deren Entstehung wurde auf die Wirkung von IL-2 zurtuckgefuhrt, da
auf histologischer Ebene eine deutliche Infiltration eosinophiler Granulozyten
und Lymphozyten, v.a. in der Nahe von Blutgefallen, registriert wurde.

Apoptotische Vorgange wurden ebenfalls beobachtet (193).
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Im Vergleich zu anderen Therapieformen konnte auch durch diese Kombi-
nationstherapie kein signifikant besseres Ergebnis erzielt werden. Dennoch

zeichnet sich diese Anwendung durch folgende Aspekte aus (193):

1) Es konnten Nebenwirkungen, wie sie bei der Behandlung mit BCG und
nach wiederholter lokaler Cisplatin-Injektion auftreten (204), vermieden
werden.

2) Tumoren, die einer chirurgischen Exzision unzuganglich sind, konnen
behandelt werden.

3) Der Therapieerfolg zeigte sich unabhangig von der TumorgroR3e.

Behandlung mit D609, KC1, und rhTNF-a:

D609 wird eine antivirale und antitumorale Wirkung nachgesagt, da es
angeblich die Replikation und die Translation viraler DNA und RNA hemmt
(183). Es wurde berichtet, dass die Wirkung von rhTNF-a durch die beiden

anderen Komponenten gesteigert wird (2).

Anfang der 90er Jahre wurde an einer kleinen Gruppe von Pferden (5 Tiere;
9 nicht-histologisch nachgewiesene Sarkoide), die Wirksamkeit von D609
(Tricyclodecan-9-yl-xanthogenate; 5 mg/ml Lésung) in Kombination mit KCy,
(Kalisalz der Laurinsaure, 5 mg/ml Lésung) und rhTNF-a (50 pg/ml;
1 mg = 5,74x10" IU) getestet. Dabei variierte die applizierte Dosis zwischen
0,1 bis 10 ml/Injektion. Die Injektion wurde subkutan (an der Stelle des Tumors)
im Abstand von drei Wochen verabreicht (1. Gruppe). Im Vergleich dazu
wurden 5 weitere Pferde (6 Sarkoide) nur mit D609 und KCi, behandelt
(2. Gruppe).

Ergebnisse:
1. Gruppe (nach einem Beobachtungszeitraum von 13 Monaten):
= 1 von 5 Pferden (20 %) =zeigte eine komplette Remission des

behandelten Tumors.
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= 3von 5 Pferden (60 %) zeigten eine partielle Remission (50 % der
ursprunglichen TumorgroRe) der behandelten 4 Sarkoide. Eines dieser
drei Tiere wies eine komplette Remission mehrerer unbehandelter
kleinerer Sarkoide auf.

= 2von 5 Pferden (40 %) zeigten nach der Therapie keine Veranderungen
(2 Sarkoide). Bei einem der beiden Pferde zeigten 2 weitere behandelte

Sarkoide ein progressives Tumorwachstum.

2. Gruppe (nach einem Beobachtungszeitraum von 18 Monaten):

= 3von 5 Pferden (60 %) zeigten eine komplette Remission der
behandelten Tumoren. Eines der 3 Pferde wies 4 Sarkoide auf, wovon
1 Sarkoid eine partielle Remission zeigte.

= 2 von 5 Pferden (40 %) zeigten nach der Therapie keine Veranderungen.

Die Ergebnisse resultierten in der Meinung, dass durch zusatzliche Gabe von

TNF-a die Effektivitat dieser Therapie nicht gesteigert werden kdnne (160).

Equines malignes Melanom:

Das equine maligne Melanom weist eine hohe Metastasierungsrate auf, wobei
das Erreichen grofRer MetastasengrofRen (z. B. in der Parotis) als Todesursache
gesehen wird. Pferde mit grauer Fellfarbe neigen zu einer spontanen
Entwicklung dieser Tumoren (durch Anderung des Melaninmetabolismus und
der darauf folgenden Entstehung neuer Melanoblasten, welche dann das Risiko

bergen, zu entarten) (175).

Behandlung mit einer fiir hIL-12 kodierenden Plasmid-DNA (VR1012-hulL-12):

In einer prospektiven Studie wurden 7 Pferde unterschiedlicher Rassen einer
Behandlung mit einer fur hlL-12 kodierenden Plasmid-DNA (VR1012-hulL-12)
(Dosierung: 250 pg i.t.) unterzogen (96). Die Pferde wiesen jeweils mehrere
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Melanome (oder Metastasen) auf. Die Injektionen erfolgten intratumoral im
Abstand von ca. einem Monat (maximal 4 Behandlungen). Die insgesamt
30 Tumoren (oder Metastasen) wurden entweder mit VR1012-hiIL-12,
VR1012-revIL-12 (dabei handelt es sich um einen Kontrollvektor, wobei das
Plasmid in einer reversen Orientierung fur hiL-12 kodiert) behandelt oder sie
wurden nur beobachtet. Demnach handelt es sich bei der 2. und 3. Gruppe um

Kontrollgruppen.

Behandlungsgruppen:
1. Gruppe (12 Tumoren): Behandlung mit VR1012-hlL-12
2. Gruppe (7 Tumoren): Behandlung mit VR1012-revIL-12
3. Gruppe (11 Tumoren): keine Behandlung

Nach der Therapie wurden die Tumorgruppen hinsichtlich einer Groflen-
reduktion miteinander verglichen. Kein Tumor wurde chirurgisch entfernt. Die

Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 4 - 12 Monaten beobachtet.

Ergebnisse:

= Nach der VR1012-hIL-12-Therapie konnte eine signifikante Tumor-
regression registriert werden. Obgleich andere Zytokine eine hohe
Spezies-Spezifitat aufweisen (197, 184), zeigt sich humanes IL-12 bei
der Anwendung an Pferden als vollkommen funktionsfahig.

* In der 1. Gruppe zeigte ein Tumor eine komplette Remission und
11 Tumoren eine partielle Remission.

= Ein Tumor wurde dreimal behandelt und kam in eine komplette
Remission (CR). Die CR wurde histologisch bestatigt.

= Ein Tumor wurde in 3 Zyklen behandelt. Dieser Tumor wurde nach jedem
Zyklus immer Kkleiner. Ein unbehandelter Tumor am gleichen Pferd
veranderte sich dabei nicht.

= Ein Tumor wurde mit dem Kontrollvektor (VR1012-revIL-12) behandelt.
Dieser Tumor zeigte keine GroRenreduktion. Nach 30 Tagen wurde
dieser Tumor mit VR1012-hIL-12 behandelt und wurde daraufhin kleiner.
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= Die Tumoren der 1. Gruppe zeigten durchschnittlich eine Grolen-
reduktion von 59 % (d. h. Resttumorvolumen: 41 % der ursprunglichen
Tumormasse).

= Die Tumoren der 2. Gruppe =zeigten durchschnittlich eine Grolen-
reduktion von 12 % (d. h. Resttumorvolumen: 88 % der urspringlichen
Tumormasse).

= Die Tumoren der 3. Gruppe zeigten durchschnittlich eine GroRen-
zunahme von 7 % (d. h. Endtumorvolumen: 107 % der urspriunglichen
Tumormasse).

= Kleine Tumoren sprachen am besten auf die Therapie mit
VR1012-hIL-12 an. Diese Tumoren zeigten durchschnittlich nach
30 Tagen eine GroRenreduktion. Nach Erreichen der jeweils maximalen
Grollenreduktion wuchsen die Tumoren langsam wieder, sprachen aber
erneut auf Therapiezyklen mit VR1012-hIL-12 an.

» Histologische Untersuchungen zeigten nach der Behandlung mit
VR1012-hIL-12 eine hochgradige peri- und intratumorale Infiltration von
CD4"- und CD8"-T-Zellen. Auch tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL,
siehe 1.3) wurden in behandelten Tumoren gefunden. Unbehandelte
Tumoren zeigten diese Infiltrationen nicht.

= Weitere Untersuchungen zeigten, dass 14 Tage nach der ersten
VR1012-hlL-12-Behandlung die Expression von IFN-y (siehe 7.1.1.11)
einsetzte. Vor der Behandlung waren alle Biopsieproben der Tumoren,
hinsichtlich einer IFN-y-mRNA, negativ.

= |Im Rahmen der Behandlung mit IL-12 konnten keine nennenswerten

Nebenwirkungen registriert werden (96).

Die Behandlung mit VR1012-hlL-12 scheint eine gute Behandlungsmadglichkeit
fur das equine maligne Melanom zu bieten. Dennoch sollten noch weitere
Studien durchgefuhrt werden, deren Ziel eine eventuelle Optimierung des

Behandlungsschemas und der Dosierung sein sollte.
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Behandlung mit einer flir equines IL-12- oder IL-18-kodierenden Plasmid-DNA:

In einer verwandten Studie wurde die Wirkung von fir equines IL-12- oder
IL-18-kodierender Plasmid-DNA am malignen Melanom des Pferdes getestet.
Im Rahmen einer prospektiven Doppelblindstudie wurden Pferde mit insgesamt

26 histologisch nachgewiesenen malignen Melanomen in 3 Gruppen aufgeteilt:

1. Gruppe: Behandlung mit equinem IL-12
2. Gruppe: Behandlung mit equinem IL-18
3. Gruppe: Kontrollgruppe (Behandlung mit einem Plasmid, das fir keines

der Interleukine kodiert)

Den Pferden wurden dreimal im Abstand von 2 Tagen 250 ug Plasmid-DNA
intratumoral injiziert. Dies wurde nach 2 Wochen wiederholt.

Als Ergebnis konnte nach der Behandlung mit IL-12 (siehe 7.1.1.11), ein
Ruckgang der ursprunglichen Tumorgrofle um 80 % (p<0,2) und nach der
Behandlung mit IL-18 (siehe 7.1.1.13) sogar eine Reduktion des ursprtinglichen
Tumorvolumens von 88 % (p<0,01) dokumentiert werden. Die Tumoren der
Kontrollgruppe nahmen hingegen an Grofe zu (p>0,05) (74). Diese Zytokine
scheinen einen sehr guten Therapieansatz zu liefern. Es sind keine Daten der
rezidivfreien Zeit und der medianen Uberlebenszeit bekannt. Dennoch kénnte
sich daraus eine praxisfreundliche Therapiemodglichkeit entwickeln, da sich ihr
Einsatz am Pferd als weitaus einfacher gestalten wirde als eine chirurgische

Behandlung kutaner Melanome.

- 140 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

7.24 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Rindes

Tab. 13: die Anwendung von Zytokinen bei soliden Tumoren des Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
okuldres Plattenepithelkarzinom thiL-2 (plus BCG); 181, 54, 53,

rhiL-2/rhIL-12 198
Vulva-Papillom-Karzinom-Komplex rhil-2 101
Legende:

rhiL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhlL-12 = rekombinantes humanes
Interleukin-12; BCG = Bazillus Calmette-Guérin

Bovines okuléres Plattenepithelkarzinom (BOSCC):

Bei dem okularen Plattenepithelkarzinom des Rindes (engl. BOSCC; ,bovine
ocular squamous cell carcinoma®) handelt es sich um einen relativ haufig
vorkommenden Tumor, der hauptsachlich bei Rindern mit ,weilden
Gesichtern® auftritt. Als Ursache wird eine intensive UV-Licht-Exposition
gesehen. Lokalisiert ist dieser Tumor meist am dritten Augenlid, auf der Sklera
in Nahe des lateralen Augenwinkels und am unteren Lidrand. Dieser Tumor

neigt zur Metastasierung in Lymphknoten und Lunge (54).

Behandlung mit rhiL-2:

Aufgrund seiner Haufigkeit und der damit verbundenen wirtschaftlichen
Einbullen (198), wurden Studien durchgefuhrt, in deren Rahmen die
Wirksamkeit von niedrig dosiertem rhiL-2 getestet wurde.

In einer Anwendungsbeobachtung wurden 5 Rinder unterschiedlicher Rassen

und einer TumorgrofRe < 4 cm? diesem Verfahren unterzogen. Diesen Tieren

wurde in 2 Zyklen, bestehend aus jeweils 5 Tagen und einem Therapieintervall
von 2 Tagen, 2.500 Einheiten/Injektion rhIL-2 (verdunnt mit 1 ml Salzl6sung)

intratumoral und dieselbe Menge in den regionalen Lymphknoten injiziert.
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Ergebnisse:

= 3 von 5 Tieren (60 %) zeigten eine komplette Tumorregression.

= 1 von 5 Tieren (20 %) zeigte eine geringgradige Tumorregression
(um 20 % der ursprunglichen Tumorgrofie).

= 1 von 5 Tieren (20 %) zeigte ein verlangsamtes Tumorwachstum.

= Nach 12 Monaten waren 3 der 5 Rinder (60 %) noch am Leben.

» Bei Verwendung dieser Dosierung konnten keine Nebenwirkungen
beobachtet werden.

= Histologische Untersuchungen ergaben eine vermehrte Anwesenheit von
Lymphozyten. In diesem Zusammenhang vermutete man eine
Stimulierung von NK-Zellen, welche aufgrunddessen eine LAK-Aktivitat
entwickeln. Eine Aktivitat tumor-spezifischer zytotoxischer T-Lympho-

zyten wurde auch in Betracht gezogen.

Infolge dieser Ergebnisse diskutierte man, ob eine héhere Anzahl an Zyklen
vielleicht sogar zu einem noch besseren Therapieerfolg hatte fuhren konnen
(181).

In einer ahnlichen Anwendungsbeobachtung wurde Rindern (4 Tiere mit

Tumoren in einer GroRe > 4 cm?) rhlL-2 in einer Dosierung von

200.000 Einheiten/Tag zweimal 5 Tage in Folge, mit einer Pause von 2 Tagen,
intratumoral injiziert.

Im Verlauf von 12 Monaten zeigte sich bei einem Rind bereits nach 2 Monaten
eine komplette Tumorregression, welche auch im weiteren Verlauf bestehen
blieb. Bei einem anderen Tier konnte nach einem Zeitraum von 3 Monaten eine
partielle Regression um 99 % der ursprunglichen TumorgroRe dokumentiert
werden. Bei diesem Tier wurde allerdings 9 Monate nach Ende der Therapie ein
neuer Tumor festgestellt. Der Tumor des dritten Rindes wies bereits nach
15 Tagen eine Reduktion des Tumorvolumens um 50 % auf, begann aber ab
Tag 60 wieder an GroRe zu gewinnen. Bei dem vierten Tier konnte kein
therapeutischer Effekt erzielt werden (54).

Diese Beobachtungen gaben Anlass, eine prospektive randomisierte Studie mit
einer grofleren Anzahl von Rindern (insgesamt 70 Tumoren, < 4 cm?) und
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unterschiedlichen rhlL-2-Dosen (5.000, 20.000 und 200.000 Einheiten) durch-
zufihren, da bisher nicht explizit geklart werden konnte, anhand welcher rhlL-2-
Dosis die beste therapeutische Wirkung erzielt werden kann. Die Tiere dieser

Studie waren nicht chirurgisch vorbehandelt.

= Tumorlokalisation:

Bei 40 Rindern war ein Auge, bei 15 Rindern beide Augen betroffen (der
Tumor war in 66 % der Falle am dritten Augenlid, in 28 % der Falle auf der
Sklera und in 6 % der Falle am unteren Augenlid lokalisiert). Die Tumoren

wurden histologisch nachgewiesen.

Gruppenzusammensetzung zu Beginn der Studie:
Gruppe (19 Tumoren): 5000 U IL-2

Gruppe (20 Tumoren): 20.000 U IL-2

Gruppe (18 Tumoren): 200.000 U IL-2

Gruppe (14 Tumoren): Placebo (Salzlosung mit 0,1 % bovinem

> Dnh -

Serum-Albumin)

Gruppenzusammensetzung bei der Endevaluierung (nach 20 Monaten):
Gruppe: 17 Tumoren
Gruppe: 16 Tumoren

Gruppe: 18 Tumoren

W bh -

Gruppe: 14 Tumoren

Ergebnisse:

= Nach einem Beobachtungszeitraum von 20 Monaten konnte in der
1. Gruppe bei 6 von 17 Tumoren (35 %) eine komplette Remission (CR)
des Tumors erreicht werden. 1 von 17 Tumoren (6 %) zeigten eine
partielle Remission (PR) des Tumors.

*= In der 2. Gruppe zeigten 5 von 16 Tumoren (31 %) eine CR und 2 von
16 Tumoren (13 %) eine PR.

» |n der 3. Gruppe zeigten 12 von 18 Tumoren (67 %) eine CR des Tumors
und 2 von 18 Tumoren (11 %) eine PR.
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* In der Placebogruppe zeigten nach 9 Monaten 1 von 14 Tumoren (7 %)
und nach 12 Monaten 0 von 14 Tumoren (0 %) eine CR. Nach 9 und
12 Monaten wurden keine PR dokumentiert.

= Im Vergleich zur 1. und 2. Gruppe zusammen konnten in der 3. Gruppe
deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden (p=0,02).

= Es wurden keine nennenswerten Nebenwirkungen beobachtet (53).

Die Verabreichung von 200.000 U IL-2 (10 Injektionen) scheint eine gute
Therapiemoglichkeit zur Behandlung des BOSCC zu sein. Zu beachten ist
allerdings, dass dieser Tumor nur sehr langsam in Remission tritt und demnach
generell erst sehr spat reprasentative Ergebnisse zu erwarten sind.

Der prazise Mechanismus der IL-2-Immuntherapie ist bei diesem Tumor noch
nicht vollends verstanden. Man vermutet, dass durch eine IL-2-Injektion eine
Odembildung induziert wird, dann Granulome gebildet werden und es zur
Regression des Tumors kommt (13). Es ist bekannt, dass IL-2 eine Gefal3-
durchlassigkeit und eine Stimulation von neutrophilen Granulozyten und von
Makrophagen induzieren kann, aber auch an Vorgangen der Antigen-
prasentation und der T-Zell-Proliferation beteiligt ist (114).

Im Rahmen dieser Therapie wird von einer chirurgischen Exzision (die in der
Humanmedizin in 95 % der Falle durchgefuhrt wird) abgeraten, da man
annimmt, dass durch dieses Vorgehen, der Grofteil der mit dem Tumorantigen
reagierenden Lymphozyten entfernt und demzufolge die Entwicklung einer

effektiven antitumoralen Immunantwort verhindert wird (53).

Behandlung mit rhIL-2 in Kombination mit BCG:

Zur gleichen Zeit wurde auch die Effizienz von rhlL-2 in Kombination mit BCG
(Bacillus Calmette-Guérin) auf histologischer Ebene untersucht. Auf die
Wirkungsweise von BCG wird in Kapitel 8.1.1 naher eingegangen.

Acht Rindern unterschiedlicher = Rassen wurde intralasional ein
Lebend-BCG-Praparat an Tag 0, 14, 35 und 56 injiziert. In Kombination dazu
erhielten die Tiere eine intralasionale Injektion mit 2.500 Einheiten rhlL-2 an
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Tag0-4,7-11,15-17, 36 - 38 und 57 - 59. Die gleiche rhIL-2-Dosis wurde
auch in den regionalen Lymphknoten appliziert.

Die Untersuchung der Tumorbiopsien ergab, dass in den ersten 7 Tagen die
tumor-infiltrierende Lymphozytenpopulation von CD4*-T-Zellen dominiert wird,
in den Tagen 7 - 14 allerdings der Anteil dieser Zellen abnimmt, und nun
CD8"-T-Zellen in dominierender Anzahl anzutreffen sind. Wahrend der Dauer
dieser Anwendungsbeobachtung konnte bei den Tieren (noch) keine Tumor-

regression erkannt werden (180).

Behandlung mit IL-2 und/oder IL-12:

In einer anderen prospektiven randomisierten Studie sollten die Wirkungen der
Interleukine IL-2 und/oder IL-12 am BOSCC (25 Tumoren) untersucht werden.

Es wurden 3 Gruppen gebildet:
= 1. Gruppe (8 Tumoren): Behandlung mit IL-2 (200.000 Einheiten/Tag)
= 2. Gruppe (9 Tumoren): Behandlung mit IL-12 (0,5 pg/Tag)
= 3. Gruppe (8 Tumoren): Behandlung mit IL-2 und IL-12
(200.000 Einheiten/Tag und 0,5 pg/Tag)

Als Kontrolltiere dienten 25 Rinder, die ausschliellich mit loslichem
PBS (,phosphate-buffered-saline®) behandelt wurden, das mit 0,1 % BSA

(bovines Serum-Albumin, Faktion V) angereichert wurde.

Die 25 Tumoren wurden folgendermal3en charakterisiert:
= 16 von 25 Tumoren (56 %): < 100 mm?;
= 9 von 25 Tumoren (36 %): 101 mm? - 1000 mm?;
= 2 von 25 Tumoren (8 %): > 1000 mm?;
= 16 von 25 Tumoren (64 %) waren am dritten Augenlid lokalisiert.

= 8 von 25 Tumoren (32 %) waren am unteren Lidrand lokalisiert.

1 von 25 Tumoren (4 %) war am Kanthus lokalisiert.

- 145 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

Ergebnisse:
1. Gruppe (rhiL-2):
= Nach 12 Monaten wurde bei 4 von 8 Tumoren (50 %) eine komplette
Remission (CR) dokumentiert.
= Nach 20 Monaten zeigten 5 der 8 Tumoren (63 %) eine CR und keiner

der 8 Tumoren (0 %) zeigte ein progressives Tumorwachstum (PD).

2. Gruppe (rhlL-12):

= Nach 12 Monaten wurde bei 4 von 9 Tumoren (44 %) eine CR dokumen-
tiert.

= Nach 20 Monaten zeigten 5 von 9 Tumoren (56 %) eine PD und keiner
der 9 Tumoren eine CR.

* In dieser Gruppe waren die meisten stabilen Krankheitsverlaufe (SD),
eine hohe PD-Anzahl und, wie bereits aufgezeigt wurde, keine CR nach

einem Zeitraum von 20 Monaten zu verzeichnen.

3. Gruppe (rhlL-2 plus rhIL-12):

= Nach 12 Monaten wurde bei 3 von 8 Tumoren (38%) eine CR dokumen-
tiert.

= Nach 20 Monaten zeigte(n) 1 von 8 Tumoren (13 %) eine partielle
Remission (PR), 3 von 8 Tumoren (38 %) eine CR und 3 von 8 Tumoren
(38 %) eine PD.

Die Ergebnisse der 1. Gruppe waren deutlich besser als die der 2. Gruppe und
der Kontrollgruppe. Gegenuber der 3. Gruppe konnten kaum Unterschiede
dokumentiert werden. Die TumorgroRe erwies sich, hinsichtlich einer
Tumorantwort, als nicht ausschlaggebend.

Man erhoffte sich allerdings von dem Einsatz von IL-12 weitaus mehr, da im
Vorfeld durch andere Studien aufgezeigt werden konnte, dass IL-2 und IL-12
synergistisch hinsichtlich einer Steigerung einer T-Zell- und/oder NK-Zell-
Proliferation, einer Zytokinproduktion und einer zytolytischen Aktivitat

infiltrierender Lymphozyten interagieren.
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Das Fehlschlagen der IL-12-Therapie konnte durch die Tatsache bedingt sein,
dass das bovine okulare Plattenepithelkarzinom relativ unempfindlich
gegenuber der Wirkung von zugefuhrtem IL-12 ist. Dennoch wurde hier anhand
von IL-12 bei manchen Tumoren ein stabiler Krankheitsverlauf erzielt, so dass
IL-12 eine, wenn auch eingeschrankte, Wirksamkeit zugesprochen werden
muss. Es konnte aber auch sein, dass sich IL-12 und IL-2 in manchen Aspekten
ihrer Wirkungsweise sehr ahneln, aber durch IL-12 keine komplette Remission
des Tumors erzielt werden kann (198).

Zu uberlegen ware, ob diese Interleukin-Kombination (IL-2/IL-12) nicht auch an
anderen Tumortypen getestet werden sollte. Sollte es zutreffen, dass das
BOSCC gegenuber zugefuhrtem IL-12 relativ unempfindlich ist, gibt es vielleicht
andere Tumortypen, die besser auf zugefuhrtes IL-12 reagieren und somit die

Wirkung von IL-2 eventuell steigerbar ware.

Boviner Vulva-Papillom-Karzinom-Komplex:

Der bovine Vulva-Papillom-Karzinom-Komplex ist ebenfalls ein Tumor, dessen
Entstehung in Beziehung zu einer intensiven UV-Licht-Einstrahlung auf
wenig- oder unpigmentierte Hautareale, wie sie an der Vulva anzutreffen sind,
gesetzt wird (33). Zudem wurden genetische Faktoren und eine Beteiligung von
Viren diskutiert (152, 115).

In Anbetracht der Kosten und dem Einsatz als landwirtschaftliche Nutztiere
wurde bisher von einer radio- und chemotherapeutischen Behandlung
abgesehen. Bedingt durch die Lokalisation des Tumors erwies sich auch die

chirurgische Behandlung nicht als Verfahren der Wahl.

Behandlung mit rhlL-2:

In einer randomisierten Dosisfindungsstudie untersuchte man anhand von
54 Tieren, deren Tumoren aufgrund des klinischen Bildes diagnostiziert und in
6 Stadien eingeteilt wurden, die Wirkung von niedrig dosiertem rhlL-2 (2500 U
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oder 5000 U IL-2; in einer Gesamtdosis von 25.000 U und 50.000 U, intra-

tumoral appliziert).

Es wurden 3 Gruppen gebildet:

1.

Gruppe (insgesamt 30 Rinder):

13 Rindern wurden 2500 U rhiL-2, gelést in 1 ml ,phosphate-buffered-
saline“ und 0,1 % bovines Serum-Albumin (PBS/BSA), intratumoral oder in
die Basis des Tumors, 1x taglich uber einen Zeitraum von 10 Tagen, injiziert.
Als Kontrolltiere dienten weitere 17 Rinder. Sieben dieser 17 Kontrolltiere
wurden nicht behandelt. Von 2 Kontrolltieren wurden Biopsien entnommen
und 2 Kontroll-Rinder erhielten 1x taglich Uber einen Zeitraum von 10 Tagen
eine Placebo-Injektion (PBS/BSA).

Gruppe (insgesamt 18 Rinder):

7 Rindern wurden 5000 U rhiL-2, gelost in 2 ml PBS/BSA, intratumoral oder
in die Basis des Tumors, 1x taglich Uber einen Zeitraum von 10 Tagen,
injiziert. Von 4 der 7 Rinder wurden Biopsien enthommen.

Als Kontrolltiere dienten weitere 11 Rinder. Vier Kontrolltiere wurden nicht
behandelt. Von 5 Kontrolltieren wurde aus jeweils einem Papillom eine
Biopsie entnommen. Zwei Kontrolltieren wurden 1x taglich Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen jeweils insgesamt 2 ml des Placebos (PBS/BSA)

intratumoral in 4 Papillome injiziert.

Gruppe (insgesamt 6 Rinder):

3 Rinder wurden 5000 U rhlL-2, geldst in 2 ml PBS/BSA, intratumoral oder in
die Basis des Tumors, 1x taglich uber einen Zeitraum von 10 Tagen, injiziert.
In dieser Gruppe wurden auch Vulva-Karzinome behandelt.

Als Kontrollgruppe dienten weitere 3 Rinder. Von allen 6 Rindern wurden

Biopsien entnommen und histopathologisch untersucht.
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Ergebnisse:

In der 1. Gruppe wiesen 7 der 13 behandelten Rinder (54 %) eine
Grollenreduktion der Tumoren auf (Gesamtdosis: 25.000 U IL-2). Bis
Tag 50 nahm die Gesamtzahl der an den Tieren befindlichen Tumoren
ab. An Tag 104 wurde bei 11 der 13 Tiere der Hohepunkt der
GroRenreduktion dokumentiert. Danach wurde wieder ein Tumor-
wachstum registriert werden. An Tag 329 hatten 10 der 13 Rinder (77 %)
grolRere Tumoren als sie zu Beginn der Therapie aufgezeigt hatten. Bei
2 der 13 Rinder (15 %) nahm die TumorgrofRe weiterhin ab.

In der Kontrollgruppe (behandelte und unbehandelte Tiere) konnte keine
GroRenreduktion der Tumoren dokumentiert werden. Die Tumoren
nahmen eher an GrofRe zu.

In der 2. Gruppe wurde an Tag 50 bei 6 von 7 behandelten Rinder (85 %)
eine GroRenreduktion der Tumoren auf (Gesamtdosis: 50.000 U IL-2).
An Tag 329 wies nur noch 1 der 7 Rinder (14 %) eine GrofRenreduktion
der Tumoren auf. Die restlichen 6 Rinder zeigten dann ein progressives
Tumorwachstum.

In der Kontrollgruppe (behandelte und unbehandelte Tiere) konnte keine
GrolRenreduktion der Tumoren dokumentiert werden. Die Tumoren
nahmen eher an GroRe zu.

In der 3. Gruppe zeigten 2 von 3 behandelten Rinder (67 %) zeitweise
eine partielle oder komplette Remission der Tumoren (Gesamtdosis:
50.000 U IL-2). Die Tumoren der Kontrollgruppe zeigten ein gesteigertes
Tumorwachstum.

Bei 19 von 23 Rindern (83 %) konnte eine temporare Reduktion des
Tumorvolumens beobachtet werden. Bei 3 dieser 19 Rinder (15,8 %)
konnte zeitweise eine CR dokumentiert werden.

In den Anfangsstadien der Tumorentwicklung, die von einer
Odembildung gepragt sind, beobachtete man eine hochgradige lympho-
plasmazellulare Infiltration und fibrosierende Vorgange. Dies gab Grund
zur Annahme, dass IL-2 die Entwicklung einer antitumoralen Aktivitat der
lymphatischen Zellen induziert, aber auch eine Anlockung und
Aktivierung anderer Immunzellen bewirkt. Daruber hinaus erwartete man

- 149 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Zytokinen

auch die Entwicklung einer systemischen Immunitat, da auch Tumoren,
welche keiner direkten Behandlung unterzogen worden waren, in

Regression traten (101).

Es wurde vermutet, dass auch hier durch eine Dosiserhohung von rhlL-2 auf
200.000 Einheiten/Tag ein weitaus besserer therapeutischer Effekt erzielt
werden konnte. Demnach sollten in dieser Hinsicht noch weitere prospektive
randomisierte Studien durchgefuhrt werden, da in dieser Studie eine Wirk-
samkeit nur in einer meist zeitlich begrenzten GroRenreduktion der Tumoren

sichtbar wurde.
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Zusammenfassung

In den letzten 15 Jahren wurden neue Verfahren entwickelt, durch welche der
Transfer neuer Gene oder der Ersatz defekter Gene ermoglicht wird und ein
therapeutischer Effekt bewirkt werden kann. Zu diesem Zweck wird ein viraler
Vektor oder ein ringformiges doppelstrangiges DNA-Molekil bakteriellen
Ursprungs (Plasmid) verwendet, in dem das therapeutische Gen verankert wird.
Durch die Immuntherapie kann die Produktion immunstimulierender Proteine
unterstutzt werden. Mit dem Einbringen eines therapeutischen Gens in die
Zielzellpopulation (z. B. Tumorzellen, spezifische Effektorzellen des Immun-
systems) wird eine Immunantwort direkt auf das Tumorgewebe gelenkt, wobei
gesunde Zellen in ihrem Zellzyklus nicht gestort werden (66).

In diesem Zusammenhang fanden auch Zytokine bzw. Zytokingene in der
Tiermedizin zur Behandlung solider Tumoren Anwendung. In zahlreichen
Studien wurde ihre Wirkungsweise und ihr therapeutischer Effekt an
verschiedenen Tumoren bei Hund, Katze, Pferd und Rind untersucht und
erprobt. Dabei werden Zytokine einzeln, aber auch als Zytokin(-gen)-
Kombination (z. B. IL-2, IFN-y und GM-CSF) in (neo-)adjuvanter Form, d. h. in
Verbindung mit anderen Therapieformen (chirurgische Exzision, Chemotherapie
und Bestrahlungstherapie) eingesetzt (174).

Im Kampf gegen neoplastische Zellen besteht einerseits die Moglichkeit, dass
man immunologische Effektorzellen derart modifiziert, dass diese in der Lage
sind, Tumorzellen besser zu erkennen und demzufolge weitere unterstiutzende
Zytokine exprimieren. Zum anderen konnen Tumorzellen einer Alteration
unterzogen werden, was eine Steigerung der Immunogenitat zur Folge hat (21).
Dabei hat sich die lokal applizierte Therapie gegenuber der systemischen
durchgesetzt (18), da auf diese Weise Nebenwirkungen (z. B. Vomitus, Diarrho,
Ju-like-syndrom“ und das ,vaskular-leak-syndrom®) weitgehend vermieden
werden konnen.

Oftmals blieb allerdings der erhoffte therapeutische Effekt aus, da in der Regel
die Immunitatslage des Patienten und der Typ des Tumors fir das Gelingen

einer Zytokin-Therapie ausschlaggebend sind (22). Dennoch hat sich die
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Kombination von Zytokinen als sinnvoll erwiesen, weil sich ihre Wirkungsweisen

in manchen Fallen additiv oder synergistisch zeigen.

Beim Hund konnte unter Verwendung von Zytokinen ein, wenn auch zum Teil

nicht statistisch signifikanter, therapeutischer Effekt erzielt werden.

Tab. 14: Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des

Hundes
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom Vero-hIL-2-Zellen; 170
rhTNF und rhiL-2; 148
L-SEB/cIL-2 (GM-CSF); 62, 118
Mastzelltumor rhTNF und rhiL-2 148
Sticker-Sarkom IL-2 52
Osteosarkom IL-2-kodierende LDC-Infusion; 61
hIL-2-Liposom-Inhalation 122
priméres Lungenkarzinom hIL-2-Liposom-Inhalation 122
Fibrosarkom L-SEA/cIL-2; 203
hIL-2-Liposom-Inhalation 122
anaplastisches Sarkom L-SEA/cIL-2 203
maligner Nervenscheidentumor | L-SEA/cIL-2 203
Plattenepithelkarzinom rhTNF und rhiL-2 148
Mammakarzinom rhTNF und rhiL-2 148
Synovialzellsarkom rhTNF und rhiL-2 148
(malignes Lymphom rhTNF und rhiL-2 148)

Legende:

rhlL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhTNF =

() = kein solider Tumortyp
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Hinsichtlich einer adjuvanten Therapie zur Behandlung des Fibrosarkoms der

Katze erprobte man Folgendes:

Tab. 15: Behandlungsansiatze mit Zytokinen an soliden Tumoren der Katze

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
felines Fibrosarkom Vero-hlL-2-Zellen; 170
ALVAC-felL-2; NYVAC-hulL-2; 17
AdV-hIL-2 und AdV-felFN-y; 208, 34, 222, 221
felL-2, felFN-y und feGM-CSF 120, 188
(mittels Plasmid-KS oder Plasmid-In;.); siehe 7.2.2
feGM-CSF
(mittels Plasmid-Inj.) siehe 7.2.2
Legende:

hIL-2 = humanes Interleukin-2; felL-2 = felines Interleukin-2; felFN-y = felines Interferon-y;
feGM-CSF = feliner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor;

AdV = adenoviraler Vektor; ALVAC-felL-2 = fiir felines IL-2 kodierendes rekombinantes
Kanariepoxvirus; NYVAC-hulL-2 = fur humanes IL-2 kodierendes rekombinantes Vacciniavirus;
KS = Kollagenschwamm; Inj. = Injektion

Beim Pferd kamen fur eine Behandlung mit Zytokinen folgende Tumoren in
Betracht:

Tab. 16: Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des
Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
equines Sarkoid IL-2/Cisplatin; 193
D609, KC+2 und rhTNF-a 160
malignes Melanom IL-12; 96
IL-12 plus IL-18 74
Legende:

IL-2 = Interleukin-2; D609 = Tricyclodecan-9-yl-xanthogenate; KC1, = Kalisalz der Laurinsaure;
rhTNF-a = rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor; IL-12 = Interleukin-12;
IL-18 = Interleukin-18
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Zudem versuchte man beim Rind auch aus wirtschaftlichen Grinden, anhand

von Zytokinen folgende Tumoren zu behandeln:

Tab. 17: Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des

Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
okulares Plattenepithelkarzinom thiL-2; 181, 54, 53,
rhiL-2/rhIL-12 198
Vulva-Papillom-Karzinom-Komplex rhiL-2 101
Legende:

rhiL-2 = rekombinantes humanes Interleukin-2; rhiL-12 = rekombinantes humanes Interleukin-
12; BCG = Bazillus Calmette-Guérin
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8. Immuntherapien unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer

8.1 Allgemeiner Teil

Hier sind Substanzen zu nennen, welche aufgrund ihrer Fahigkeit, eine
Immunantwort entfachen zu kénnen, in der Immuntherapie Anwendung finden
(siehe 4.1.1).

Tab. 18: Stoffe unterschiedlichen Ursprungs, welche im Rahmen einer

nicht-spezifschen aktiven Immuntherapie Anwendung finden (54)

Substanzen mit immunmodulatorischer Wirkung: | Beispiele:

Intakte Organismen Bazillus Calmette-Guérin (BCG);
Corynebacterium parvum;
Serratia marescens;
Streptococcus pyogenes

Mikrobielle Zellwande BCG-Zellwand;
Methanolextrakt;
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)

Galaktomannan Acemannan

Synthetische Produkte Muramyldipeptid (MDP),
Muramyltripeptid (MTP),
Lipopolysaccharid (LPS)

Naturliche Hormone Thymushormonextrakt

Medikamente Levamisol;
Piroxicam/Meloxicam/Deracoxib;
Cimetidin;

PIND-ORF (Wirkstoff: inaktiviertes
Parapox-ovis-Virus)

Vitamine/Mineralstoffe Vitamin C, Vitamin E,
Folsaure, Retinoide,
Zink, Selen
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Im Folgenden sollen v.a. Paramunitatsinducer besprochen werden, welche

auch in der Tiermedizin zum Einsatz gelangen.

8.1.1 Bazillus Calmette-Guérin (BCG)

Das Mycobacterium bovis ist ein intrazellularer Parasit, welcher in
mononuklearen Zellen (v. a. in Dendritischen Zellen (50)) vorzufinden ist. Auf
diese Weise kann sich dieser kleine Organismus effektiv dem Immunsystem
des Wirtes entziehen. Um das Mykobakterium bekampfen zu kdnnen, ist eine
koordinierte zellulare Immunantwort (Th1-Typ) erforderlich (21).

Beim Bazillus Calmette-Guérin, benannt nach den Wissenschaftlern
Dr. Calmette und Dr. Guérin, handelt es sich um ein attenuiertes, avirulentes
Mycobacterium bovis (M. bovis), welches, abgesehen von der eigenen
Antigenantwort, in unspezifischer Weise sowohl eine humorale, als auch eine
zelluldre Immunantwort (CD8*-T-Zellen (18)) induziert (141). Auch die virulente
Form kann von den Effektorzellen des Immunsystems wirksam kontrolliert und
bekampft werden. Problematisch gestaltet sich allerdings die Situation, wenn
genau diese Effektorzellen eher das Gegenteil bewirken, da die Mdglichkeit
besteht, dass sie das Uberleben des Pathogens férdern, die Wirtszellen
schadigen und sogar zum Wirtstod fuhren kénnen (122). Demzufolge ist es im
hochsten Grade erforderlich, Komponenten des BCG zu entfernen, die das
Uberleben des Pathogens unterstiitzen und diejenigen Elemente, welche sich

bei einer Vakzinierung als schitzend erweisen, zu isolieren und zu nutzen (45).

In BCG dienen v.a. die aktiven Substanzen Muramyldipeptid (MDP), ein
potenter Makrophagenaktivator (siehe 8.1.4) und Trehalose-6,6"-Dimycolat,
wobei es sich bei beiden Substanzen um Bestandteile der Zellwand handelt, als
Motor des Geschehens (141, 123). Diese beiden Zellwandbestandteile werden
zusammen in eine Ol-Emulsion gegeben und sind unter dem Namen ,Freund’s
complete adjuvant bekannt (33).

Daruber hinaus konnte auch ein 27 kD-Lipoprotein aus BCG isoliert werden,
welches in rekombinanter Antigenform eine starke Antikorperproduktion
(IgG1 und IgG2a) zu provozieren vermag. Obgleich es sich bei IgG1 um einen
Th2-Isotyp-Marker handelt, geht man davon aus, dass dieses Lipoprotein
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vorwiegend eine Th1-Typ-Antwort induziert (45). Mithilfe derartiger
Komponenten (u.a. dem 27 KkD-Lipoprotein und dem M. tuberculosis
30 kD-Protein (38)) soll die Wirksamkeit des konventionellen BCG hinsichtlich
der Bekampfung der Lungentuberkulose oder von Tumoren gesteigert werden.
Bei der Vakzinierung haben sich Escherichia-coli-Plasmide als Vehikel des
Gentransfers bewahrt (48).

In der Humanmedizin wird BCG in erster Linie zur Behandlung von Tumoren
der Harnblase eingesetzt. In diesem Zusammenhang wurde eine Vielzahl von
Studien durchgefuhrt und die Wirkungsweise des BCG, auch in Kombination mit
Zytokinen (z. B. IL-12 (71)), erforscht.

Obgleich noch einige Aspekte Klarungsbedarf zeigen, ist bekannt, dass BCG in
der Lage ist, die Produktion einiger Zytokine (z. B. IL-18, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, TNF-a, GM-CSF und IFN-y; siehe 7.1) zu induzieren (103, 148).
Es konnte auch eine stimulierende Wirkung auf mononukleare Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) nachgewiesen werden, welche in der Produktion
zytotoxischer BCG-aktivierter-Killer-Zellen (BAK-Zellen) resultiert. Man nimmt
an, dass sowohl diese BAK-Zellen, aber auch lymphokin-aktivierte Killerzellen
(LAK-Zellen), die Rolle wichtiger Effektorzellen einnehmen. Obgleich beide
Zelltypen im Rahmen einer Therapie mit BCG eine gesteigerte Expression von
Perforin- und Fas-ligand-Molekulen aufweisen, erfolgt die Abtotung der
Zielzellen via Perforin (13). Die Wirkung von BCG auf immunogene Tumoren ist
umstritten, da in einem Ratten- und Meerschweinchenmodell weder hoch
immunogene, noch nicht-immunogene Tumortypen optimal auf eine
BCG-Therapie ansprachen (113, 160).

Dennoch handelt es sich bei dieser Substanz um ein sehr erfolgversprechendes
Therapeutikum (friher: Equimune Ve, Regressin-V®; Vetrepharm, Athens, GA).
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8.1.2 Corynebacterium parvum (C. parvum)
Das Corynebacterium parvum (Propionibacterium acnes; Immunoregulin®,
Immunovet, USA) zeichnet sich aus durch seine Fahigkeit, eine Steigerung der
Antikorperproduktion gegen T-Zell-abhangige und T-Zell-unabhangige Antigene
bewirken zu konnen (54).
Die Effektivitat einer C. parvum-Therapie hangt allerdings von einigen Faktoren
ab:

= der Immunitatslage des Patienten,

= der Tumorimmunogenitat,

= der Tumorlokalisation und -grofe,

= der Menge des verabreichten C. parvum

= sowie der Art der Applikation (intravends, intralasional).

Je nach Applikationsweg konnte die Entwicklung unspezifischer
Wirkungsmechanismen beobachtet werden, welche durch aktivierte
Makrophagen oder NK-Zellen gepragt sind. Es wurde aber auch die
Entwicklung einer T-Zell-mediierten antitumoralen Immunitat erfasst (133, 4,
145, 25, 92). Bei systemischer Verabreichung konnte bereits in vitro und in vitro
eine Aktivierung von Makrophagen, eine Stimulation der Produktion von
Makrophagenvorlauferzellen im Knochenmark (154, 8, 20) und eine Steigerung
einer Antikorper-Antwort auf T-Zell-unabhangige Antigene (134) nachgewiesen
werden. Nach intraldsionaler  Verabreichung wurde sogar eine
Resistenzsteigerung gegeniber implantierten Tumorzellen beobachtet (133).
Auch nach intravendser Gabe von C. parvum konnte bei Tieren, welchen
experimentell Tumoren implantiert worden waren, weniger Metastasen
aufgefunden werden. Dieser Effekt wurde der Aktivitat einer spezifischen
Subpopulation von T-Lymphozyten zugeschrieben (129).
In manchen Fallen wurde allerdings auch eine Steigerung des
Tumorwachstums beobachtet, was der Fahigkeit des C. parvum, die
Entwicklung suppressorischer Mechanismen induzieren zu kénnen, zu Lasten
gelegt wird (7).
In der Literatur werden als Dosierung 1 - 2 mg/kg subkutan oder intravenés alle
1 - 2 Wochen angegeben (141).
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8.1.3 Acemannan
Bei dem Immunstimulans ,Acemannan® (Carrisyn®, Carrington Laboratories,
Irving, TX, USA) handelt es sich um ein Galaktomannan (Carbohydrat-Fraktion),
das aus Aloe vera gewonnen wird (83, 72). Acemannan ist auf chemischer
Ebene ein langkettiges, verzweigtes B-1,4-Mannan-Molekul. Dieser Immun-
modulator ist in der Lage, die Sekretion von IL-1, IL-6, TNF-a und IFN-y durch
Makrophagen zu steigern (83).
Nach der Gabe von Acemannan und IFN-y konnten bei einer Maus-Zelllinie
Prozesse induziert werden, die flr eine Apoptose charakteristisch sind. Da dies
nur bei Anwesenheit beider Komponenten gelang, nahm man an, dass
Acemannan in der Aktivierung des sog. ,interferon-regulatory-factor-1*involviert
ist. Letzterem werden als Transkriptionsaktivator wichtige Funktionen
hinsichtlich der Induktion einer Apoptose zugeschrieben.
Eine zweite Fahigkeit von Acemannan ist (bei Anwesenheit von IFN-y) in dieser
Zelllinie die Induktion der Synthese der sog. ,nitric-oxide-synthase®. Auch wenn
die dadurch entstandenen Stickoxide fahig sind, eine Apoptose dieser Zellen
hervorzurufen, glaubte man nicht, dass sie hier die Ursache der Apotose sind
(119).
In vitro konnte eine Erhohung der NK-Zell-Aktivitat, eine Forderung der
T-Zell-Funktion (als Sekundareffekt einer gesteigerten IL-1-Sekretion) (155, 82),
aber auch eine deutliche Steigerung der Phagozytose durch Makrophagen und
die Entwicklung einer nicht-spezifischen Zytotoxizitat (als Folge einer
geforderten T-Zell-Aktivitat) beobachtet werden (89).
Nach der Gabe von Acemannan zeigten Phanotyp-Analysen Dendritischer
Zellen auf ihrer Oberflache eine Expression von MHC-II-Molekilen und von
kostimulatorischen Molekulen (z. B. B7-1, B7-2, CD40 und CD54). Dies fuhrte
zu der Annahme, dass Acemannan die Fahigkeit besitze, die Maturation
unreifer Dentritischer Zellen effektiv zu férdern (72).
Studien zeigten, dass Acemannan als Antigen-Adjuvans wirkte, auch wenn es
an einer anderen Korperstelle als das Antigen verabreicht wurde (19).
Die sog. Aloeride sind Polysaccharide, die aus Aloe vera (Aloe barbadensis)
gewonnen werden. Aloeriden konnte nachgewiesen werden, dass sie die
Expression einer fur IL-18 und TNF-a kodierenden mRNA induzieren, wie es
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durch Lipopolysaccharide (LPS) erreicht werden kann. Man nimmt an, dass die
Wirkung (Makrophagen-Aktivierung) von Acemannan auf Spuren, der im

Cocktail vorhandenen Aloeride zurickzuflhren ist (116).

8.1.4 Muramyldipeptid (MDP), Muramyltripeptid (MTP), Lipopoly-

saccharid (LPS)
Das Muramyldipeptid (MDP) ist eine anteilig minimal vorkommende strukturelle
Einheit der Mykobakterium-Zellwand.
In vitro zeigt sich eine durch MDP induzierte, gesteigerte Aktivitat von
Monozyten und Makrophagen (149, 130, 153). Leider ist MDP in vivo nur
beschrankt einsetzbar, da es eine sehr kurze Halbwertszeit aufweist. MDP wird
nach ca. 60 Minuten vollstandig metabolisiert und renal ausgeschieden (110).
Zusatzlich ist sein Einsatz wegen seiner stark nephrotoxischen Wirkung und der
Erzeugung starker Vaskulitiden aufderst limitiert (54).
Stattdessen findet das Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin (MTP-PE),
das lipophile Derivat von MTP, in der Medizin Anwendung (54). MTP-PE wird
zur besseren Vertraglichkeit in multilamellare Phospholipidvesikel (Liposome)
eingeschlossen. Nach intravendser Verabreichung wird es von
Monozyten/Makrophagen aufgenommen, wobei die Effektivitat der Phagozytose
stark von der GroRe und Phospholipid-Zusammensetzung bestimmt wird (132).
Die Verwendung von Tragerstoffen zur Einbringung von Makrophagen-
aktivierenden Verbindungen (intravends, intraperitoneal) bewahrte sich, da
diese zusammen mit dem Tragerstoff von Makrophagen aufgenommen werden.
Zudem kann dadurch die Verweilzeit von Muramyldipeptiden und von MTP-PE
im Korper signifikant verlangert werden (30). Diese sehr bekannte Komposition
.n  Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanol-
amin“ (L-MTP-PE) wirkt auf nicht-spezifische Weise stimulierend auf
Monozyten/Makrophagen, weshalb dieser Substanz eine antitumorale Wirkung
zugeschrieben wird. Eine systemische Aktivierung von Makrophagen kann eine
Hemmung der Proliferation, wenn nicht sogar Zerstorung vieler syngener,
allogener und xenogener Tumoren bewirken (77). Die Effektivitat der
Behandlung mit L-MTP-PE kann durch eine vorhergehende Reduktion der
Tumormasse deutlich gesteigert werden (28).
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L-MTP-PE wird von Hunden in der Regel gut vertragen. Nebenwirkungen
zeigen sich in Form einer Temperaturerhdhung um 1 - 2 °C (2 - 4 Stunden nach
Applikation). Als Dosis werden 2 mg/m? langsam intravends und zweimal
wochentlich (Therapiedauer: 8 Wochen) verabreicht, empfohlen (79, 78).
L-MTP-PE ist als stabiles Praparat (CPG-19835A lipid, Novartis, Basel, CH) nur
fur klinische Studien erhaltlich (124).

Auch Lipopolysaccharide (LPS), welche als Bestandteil der Aullenmembran
gram-negativer Bakterien vorzufinden sind, sind fahig, Monozyten/
Makrophagen zu aktivieren. In vivo verabreicht zeigen sich schwere
Nebenwirkungen (Fieber, Hypotension, disseminierte intravasale Koagulopathie
(DIC) und letaler Schock) (124). Man vermutet, dass ein Plasmaprotein an LPS
bindet (LPS-Bindungsprotein). Dieser LPS-LPS-Bindungsprotein-Komplex kann
an CD14 binden, das auf der Oberflache von Makrophagen exprimiert wird
(156). Die Bindung an CD14 ruft eine Signaltransduktion hervor, welche
modglicherweise in der Aktivierung von LPS-abhangigen Genen resultiert (156,
52). Des Weiteren konnte man nachweisen, dass Mitglieder der ,toll-like-
receptor-family“ (wozu auch die IL-1-Rezeptorfamilie gehort) dabei wichtige
Funktionen Ubernehmen. Besonders der toll-like-receptor-2“ scheint eine
wichtige Rolle in der auf bakterielles LPS gerichteten Makrophagenantwort zu
spielen (57, 157). Muramyldipeptide und Lipopolysaccharide (und deren
Derivate) wirken auf Makrophagen, indem sie eine Steigerung der Zytokin-
Produktion (TNF-a, IFN-y und IL-1), der Stickoxid-Sekretion und die
Hochregulierung der Adhasionsmolekulanzahl hervorrufen (62).
Lipid-A-Analoga, wie z. B. Monophosphoryl-Lipid-A, erweisen sich als weniger
toxisch, haben allerdings eine Reihe unterschiedlicher Wirkungen auf Makro-
phagen (z. B. die Produktion von TNF-a und IFN-y und die Induktion der
Stickoxid-Synthase (NOS)). Lipid-A-Analoga haben sich aber als weniger potent

im Vergleich zu der ersten LPS-Generation erwiesen (55).
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8.1.5 Medikamente mit immunstimulatorischer Wirkung

8.1.51 Levamisol

Das Phenylimidazol Levamisol (CP-Pharma) wirkt anthelmintisch, indem es als
Agonist des nikotinergen Rezeptors der Nematodenmuskulatur fungiert (108).
Es hat aber auch immunstimulierende Eigenschaften (54). Es beeinflusst die
zellvermittelte Immunfunktion peripherer T-Lymphozyten und stimuliert die
Phagozytenaktivitdt von Monozyten. Seine Wirkungen sind v. a. bei Tieren mit
geschwachtem Immunsystem ausgepragt (114).

Zur Verhinderung eines Rezidivs des Dickdarmkarzinoms beim Menschen
(Stadium-Ill) nach einer chirurgischen Darmresektion, bewahrte sich Levamisol
als Adjuvans in Kombination mit 5-Fluorouracil (5FU) (150). Levamisol induziert
alleine (49), aber auch in Kombination mit 5FU, auf der Zelloberflache eine
gesteigerte Expression von |L-2-Rezeptoren (CD25) und erhéht im Serum die
|6sliche IL-2-Rezeptor-Konzentration (sIL2R) (43).

In vitro potenziert Levamisol die Induktion einer T-Zell-Aktivierung durch IL-2
(121). In vivo ist Levamisol in Verbindung mit IL-2 problemlos einsetzbar.
Hierbei fordert es die Entwicklung einer zytotoxischen Aktivitat und steigert den
Anteil zirkulierender NK-Zellen (16).

8.1.5.2  Piroxicam/Meloxicam/Deracoxib

Durch Piroxicam (Felden® Pfizer) und Meloxicam (Metacam® Mobec®;
Boehringer Ingelheim) kann die Wirkung der Zyklooxygenase-2 (COX-2)
reversibel unterdrickt werden (Piroxicam: 0,3 mg/kg; Meloxicam: 0,1 mg/kg).
Bei Deracoxib (1-2mg/kg/d) handelt es sich um einen selektiven
COX-2-Inhibitor. Deracoxib ist aber derzeit in Deutschland nicht zugelassen.
Diese Medikamente werden zu den NSAIDs (,nonsteroidal antiinflammatory
drugs®) gezahlt. Sie vermindern die Konversion der Arachidonsaure zu
Eicosanoiden (Prostaglandine, Prostazyklin, Thromboxan) (54).

Prostaglandine (PG) erfullen wichtige Aufgaben bei der Regulation inter- und
intrazellularer Prozesse. Als Beispiel ist das PGE, zu nennen, welches
verschiedene Lymphozytenfunktionen, u. a. die Proliferation, die Synthese von

Zytokinen (z.B. IL-2) und die zytotoxische Aktivitaten von NK-Zellen,
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LAK-Zellen und Makrophagen (15, 46, 108) unterdrtickt und so zur Entwicklung
und Progression von Tumoren beitragt (54).
Studien zeigten, dass durch COX-2 entstandene Prostaglandine folgendes
bewirken:
1) einer Resistenzentwicklung neoplastischer Zellen gegenuber apopto-
tischen Vorgangen,;
2) eine Gefallneubildung;
3) eine Proliferation der Tumorzellen;
4) eine Alteration der zellularen Adhasion, welche eine Metastasenbildung
fordert;
5) vermutlich auch eine Aktivierung von Xenobiotika (zur Reaktivierung von
kanzerogenen Substanzen).
Der Mechanismus, durch welchen COX-2-Inhibitoren ihre antitumorale Wirkung
entfachen, ist noch nicht vollstandig geklart (31, 88, 142, 94).
Die COX-2-Synthese findet bei einigen Tumortypen (z. B. Karzinom der Lunge,
der Brust, des Kolons, der Prostata und der Harnblase bei Mensch und Tier)
vermehrt statt (95, 53, 136, 159). Eine COX-2-Expression konnte bei dem
caninen Ubergangsepithelkarzinom der Harnblase (TCC), dem kutanen
Plattenepithelkarzinom, dem Prostatakarzinom, dem Mammatumor, dem
Adenom des Dickdarmes und dem Osteosarkom identifiziert werden (144, 53,
112, 88, 22, 98). Bei der Katze konnte die Expression dieses Enzyms bei dem
felinen TCC und bei einzelnen Vertretern des Plattenepithelkarzinoms
festgestellt werden (5).
Einige Studien bestatigten eine antitumorale und chemopraventive Wirkung von
COX-2- oder COX-1/COX-2-Inhibitoren (Piroxicam) sowie eine potenzierende
Wirkung auf die Effekte einer Chemotherapie (z. B. Cisplatin, Mitoxantron) (64,
17, 135). Durch die Gabe von COX-2-Inhibitoren kann die Wirkung von
Chemotherapeutika besser ausgenutzt werden, da letztere, nach Bewirken
einer DNA-Schadigung zur Erreichung eines Zelltodes, von der Induktion einer
Apoptose abhangig sind (94). Eine Plausibilitat der antitumoralen Wirkung der
COX-Inhibitoren ist hiermit gegeben.
Nebenwirkungen aufdern sich in einer gastrointestinalen und renalen Toxizitat,
welche durch die Hemmung der COX-1/COX-2 hervorgerufen wird, da diese die
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gastrointestinale Mucosa schutzen und den renalen Blutfluss sicherstellen (131).
Daher sollten weniger selektive NSAIDs nicht unmittelbar in Kombination mit

COX-2-Inhibitoren (wie z. B. Deracoxib) verabreicht werden (70).

8.1.5.3 Cimetidin

Cimetidin (Tagamet®, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GmbH & Co. KG)
ist ein klassischer H,-Rezeptor-Antagonist und wird v. a. als praventive Mal3-
nahme oder zur Behandlung des peptischen Ulkus angewendet (54). Daruber
hinaus wird Cimetidin eine immunmodulierende Wirkung bei Mensch und Tier
zugeschrieben, welche sich u. a. in einer verstarkten zell-vermittelten Immunitat
in vitro und in vivo aulert. Als Wirkmechanismus wird eine Hemmung der
suppressiven Wirksamkeit von T-Lymphozyten mit der Folge einer erhohten
Aktivitat von zytotoxischen T-Lymphozyten vermutet (51).

Des Weiteren konnte Cimetidin in Tiermodellen mit induzierten Tumoren sowie
beim malignen Melanom des Menschen ein positiver synergistischer Effekt mit
anderen Immunotherapeutika nachgewiesen werden (34, 104, 9).

Derzeit sind in Deutschland keine Tierarzneimittel verfugbar, die Cimetidin als
wirksamen Bestandteil enthalten. Im Notfall ist eine Umwidmung von
humanmedizinischen Fertigarzneimitteln, die Cimetidin enthalten, moglich.

Zu beachten ist § 56a Abs. 2 Nr. 2 bzw. Nr. 3 AMG. Bei Lebensmittel liefernden
Tieren ist die Anwendung nur moglich, wenn der Stoff in Anhang |, 1l oder Ill der
VO 2377/90 (EWG) enthalten ist. Cimetidin ist in keinem Anhang zu dieser
Verordnung aufgefuhrt.

8.1.5.4 PIND-ORF

Der Wirkstoff des PIND-ORF (Baypamun-HK®; Bayer, Leverkusen, Deutschland,
derzeit in Deutschland nicht zugelassen) ist ein inaktiviertes Parapox ovis-Virus,
das besonders in der Behandlung von FelLV-positiven Katzen grol’es wissen-
schaftliches Interesse erweckte (39).

PIND-ORF soll als Antigen die Freisetzung von IL-1, TNF und IFN aus
Makrophagen steigern (6). Kontrollierte Studien Uber die antineoplastischen
Effekte dieses Paramunitatsinducers an soliden Tumoren der Haustiere liegen
nicht vor. Dies gilt ebenso fiir das Praparat Zylexis® (Pfizer; Animal Health
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s.a,.Rue Laid Burniat, 11348 Louvain-la-neuve, BELGIEN). Dieses Medikament
wird bei Hund und Katze subkutan (1 ml/Tier), und bei Pferd und Rind
intramuskular (2 ml/Tier) verabreicht. (Indikation: Zur Unterstitzung bei der
Vorbeugung und Behandlung von infektiosen und/oder Stress induzierten
Erkrankungen - durch Stimulierung der Proliferation von Lymphozyten bei Hund,
Katze, Pferd, Rind und Schwein - sowie der Induktion von antiviralen
Interferonen und Interleukinen (z. B. IL-6, IL-12, TNF-a) in den Lymphozyten bei
Hund, Pferd, Rind und Schwein.

Des Weiteren ist derzeit bei Hund, Katze, Pferd und Rind das Praparat
Duphamun N® (Fort Dodge Veterindr GmbH) und nur fiir Hund, Katze und Pferd
das Praparat Duphapind H/K/P® (Fort Dodge Veterindr GmbH) zur

Paramunisierung zugelassen (47).
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8.2 Spezieller Teil

8.21 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Hundes

Tab. 19: die Anwendung von Paramunitatsinducer bei soliden Tumoren

des Hundes
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes orales Kelanom C. Panan; 81,73
L-MTP-FE flus Gh-CSF; 20
FiroegicamiCisplatin 10
orales Plattenepithelkarzinom Piroxicatn; PiroxicamsCisplatin 10, 13
Fibmsarkom ACemannan; &
. panim, 2R
bakterielle Mischvakzine, 14
endl. plus Chemaotherapie
L-MTP-FE;
LR BCG, O panam, Lewamisol, ::gg 46
FIMD-0RF, Piroxicarm G o
Hastzelkumor CRal L
malignes Himangioperizytom C. paniim 43
Hamangiosarkom der Hilz L-MTP-FE 14, 7%, 146

(plus Splenektomie und Cisplating

Dsteosarkom der GliedmaRe L-MTP-FE 79,60 64, T3, TE
(plus Amputation und Cisplating; 1086
BCaG

Hamblaseneptihelkarzinom Firoxicam; B4, 6E
FiroesicamiCisplating g, 9d
FiroxicamMitoxantron a0, 115

Sticker-Sarkom BCi5; Firoxicam 41, 64

(malignes Lymphom Lenramisol; 99
Firoxicam/Doxorubicing i)
bakterielle Mischvakzine 1)

Legende:

C. parvum = Corynebacterium parvum; L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes

Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin; GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor; BCG = Bazillus Calmette-Guérin; PIND-ORF = Wirkstoff: inaktiviertes
Parapox ovis-Virus; () = kein solider Tumotyp
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Canines malignes orales Melanom (COM):

Behandlung mit C. parvum:

Am malignen oralen Melanom des Hundes (COM) wurde die Wirkung von

C. parvum erforscht. Im Rahmen einer prospektiven nicht-randomisierten Studie

wurden 89 Hunde mit histologisch nachgewiesenem malignem oralem Melanom

mit C. parvum und/oder chirurgischer Exzision therapiert. Hunde, deren

regionaler Lymphknoten Metastasen aufwiesen, wurden einer Lymphadeno-

ektomie unterzogen.

Es wurden 2 Gruppen gebildet:

1.

Gruppe (42 Hunde): chirurgische Exzision des Tumors plus C. parvum;
17 von 42 Hunden (40 %) hatten ein COM Stadium-I.
19 von 42 Hunden (45 %) hatten ein COM Stadium-II.
6 von 42 Hunden (14 %) hatten ein COM Stadium-lII.

Davon waren

bei 27 von 42 Hunden (64 %) der Tumor am Zahnfleisch lokalisiert.
bei 14 von 42 Hunden (33 %) der Tumor an der Lefze lokalisiert.
bei 1 von 42 Hunden (2 %) der Tumor an der Zunge lokalisiert.

4 der 42 Hunde (9 %) bereits chirurgisch vorbehandelt.

Gruppe (47 Hunde): ausschlieflich chirurgische Exzision des Tumors
21 von 47 Hunden (45 %) hatten ein COM Stadium-I.
20 von 47 Hunden (42 %) hatten ein COM Stadium-II.
6 von 47 Hunden (13 %) hatten ein COM Stadium-III.

Davon waren

bei 34 von 47 Hunden (73 %) der Tumor am Zahnfleisch lokalisiert.
bei 8 von 47 Hunden (17 %) der Tumor an der Lefze lokalisiert.

bei 5 von 47 Hunden (10 %) der Tumor an der Zunge lokalisiert.

3 der 47 Hunde (6 %) bereits chirurgisch vorbehandelt.
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Die C. parvum-Therapie wurde spatestens einen Monat nach dem operativen
Eingriff begonnen. Die Tiere erhielten inaktiviertes C. parvum in einer
Initial-Dosierung von 0,1 mg/kg i.v., welche wochentlich bis zu einer Dosis von
0,5mg/kg i.v. gesteigert wurde. Diese Dosierung wurde anschlieRend
wochentlich Uber einen Zeitraum von 3 Monaten verabreicht. Danach erhielten
die Hunde diese Dosis alle 2 Wochen Uber 3 Monate, dann alle 3 Wochen Uber
3 Monate und schlieRlich einmal pro Monat.

Bei Erkennen irgendeiner Form von Toxizitat, welche sich v. a. in Form von
Nausea, Vomitus und Diarrhd zeigten (meist innerhalb der ersten 12 Stunden
nach Injektion), wurde die Dosis reduziert. Sechs Hunde wiesen nach der
Injektion Entziindungsreaktionen (perivaskulare Infiltrationen) auf. In der Regel

wurde die Therapie gut vertragen.

Ergebnisse:

1. Gruppe (mediane Uberlebenszeit: ca. 12 Monate):

= 24 von 42 Hunden (57 %) starben an den Folgen des Tumors oder
wurden euthanasiert.

*= 6 von 42 Hunden (15 %) starben aus anderen Grunden.

= 1 von 42 Hunden (2 %) stand nicht weiter zur Beobachtung.

* 11 von 42 Hunden (26 %) Uberlebten (weitere Daten sind nicht bekannt).

= Durch die adjuvante Gabe von C. parvum konnte bei Hunden mit
COM Stadium-I keine bessere Wirkung erzielt werden.

* Durch die adjuvante Gabe von C. parvum konnte bei Hunden mit
COM Stadium-Il und Stadium-Ill zeigten eine statistisch signifikant

langere Uberlebenszeit gegeniiber den Hunden der 2. Gruppe (p=0,01).

N

. Gruppe (mediane Uberlebenszeit: ca. 7,5 Monate):

35 von 47 Hunden (75 %) starben an den Tumorfolgen.

4 von 47 Hunden (8 %) starben aus anderen Grinden.

8 von 47 Hunden (17 %) blieben am Leben (weitere Daten sind nicht
bekannt).

Die mediane Uberlebenszeit der 1. Gruppe war im Vergleich zur 2. Gruppe
nicht signifikant langer (p=0,55).
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Die Tumorgrofde gilt fur den Erfolg einer Therapie mit C. parvum als mit
ausschlaggebend (91). Die Hunde mit Stadium-lI (Tumordurchmesser: <2 cm)
hatten eine deutlich bessere Prognose (mediane Uberlebenszeit: 17 Monate)
als die Hunde mit Stadium-Il (Tumordurchmesser: 2 -4 cm) und Stadium-IlI
(Tumordurchmesser: =24 cm oder Lymphknotenbeteiligung). Die Hunde mit
Stadium-1l und -lll wiesen eine mediane Uberlebenszeit von 5,3 Monaten bzw.
5,6 Monaten. Diese Studie resultierte in der Annahme, dass eine adjuvante
Therapie mit C. parvum zu einer verlangerten Uberlebenszeit bei Hunden mit
COM im fortgeschrittenen Stadium fuhre (81).

Diese gunstigen Ergebnisse konnten in einer anderen Anwendungs-
beobachtung bestatigt werden, in welcher die Wirkung einer C. parvum-Vakzine
anhand von 8 Hunden untersucht worden war. Die Tumoren dieser Hunde
waren um Vorfeld nur unvollstandig exstirpiert worden. Hier wurde beobachtet,
dass bei diesem Tumor auch im Falle einer partiellen Remission nicht immer
ein erneutes Tumorwachstum zu erwarten ist. Man folgerte, dass dies durch

immunologische Mechanismen der Tumorunterdrickung bedingt sei (93).

Behandlung mit rcGM-CSF und/oder L-MTP-PE:

In folgenden prospektiven randomisierten kontrollierten Doppelblind-Studien
wurden 98 Hunde mit oralem malignem Melanom (COM) (mit und ohne Lymph-
knotenbeteiligung) nach chirurgischer Exstirpation (auch der betroffenen
regionalen Lymphknoten) mit L-MTP-PE oder einem Placebo (multilamellare
Vesikel) oder mit rekombinantem caninem (rc) GM-CSF und/oder L-MTP-PE
behandelt (80).

Die Hunde wurden vor Behandlungsbeginn nach dem WHO-
Gradifizierungssystem den Stadien-I, -ll und -lll zugeordnet (Stadium-I: Tumor-
durchmesser <2 cm, ohne Lymphknotenbeteiligung; Stadium-Il: Tumordurch-
messer 2-5cm, ohne Lymphknotenbeteiligung; Stadium-Ill: Tumordurch-

messer >5 cm und/oder Lymphknotenbeteiligung).
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Von den genannten 98 Hunden gingen insgesamt 50 Hunde in die reine
L-MTP-PE-Studie (Studie A) ein.

Tab. 20 : Gruppenzusammensetzung in der Studie A:

Studie A 1. Gruppe (L-MTP-PE): 2. Gruppe (Liposome):
Stadium-|: 11 Hunde 9 Hunde
Stadium-II: 8 Hunde 11 Hunde
Stadium-1II: 6 Hunde 5 Hunde
insgesamt: 25 Hunde 25 Hunde
Legende:

L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin

Von den genannten 98 Hunden wurden insgesamt 48 Hunde mit der

Kombinationstherapie behandelt (Studie B).

Tab. 21 : Gruppenzusammensetzung in der Studie B:

1. Gruppe 2. Gruppe
Studie B (L-MTP-PE plus GM-CSF): (L-MTP-PE plus saline Lésung):
Stadium-I: 13 Hunde 12 Hunde
Stadium-II: 7 Hunde 8 Hunde
Stadium-11l: 4 Hunde 4 Hunde
insgesamt: 24 Hunde 24 Hunde
Legende:

L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin;
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor
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Studie A:

Nachdem die Hunde operiert worden waren, erhielten die Tiere in einem
Doppelblind-Verfahren 1x wochentlich L-MTP-PE oder das Placebo

(multilamellare Vesikel (MLV)) uber einen Zeitraum von 8 Wochen.

Das L-MTP-PE wurde in folgender Dosierung verabreicht:

Initialdosis: 1 mg/m? intravends per Infusion in einem Zeitraum von
5 -8 min;

dann: 1 mg/m? bei Hunden mit einem KG von <5 kg, 1,5 mg/m?
bei Hunden mit einem KG von 5-10Kkg, 2 mg/m? bei
Hunden mit einem KG von >10 kg.

Die Liposome wurden per Infusion in einem Zeitraum von 5 -8 min

verabreicht.

Man kam zu folgenden Ergebnissen:

Nach Zusammenfassung aller drei Stadien-Gruppen konnte kein
Wirkungsunterschied zwischen der 1. und 2. Gruppe festgestellt werden.
Hunde mit COM Stadium-| zeigten jedoch nach L-MTP-PE-Gabe eine
signifikant verlangerte Uberlebenszeit gegeniiber den Hunden mit COM
Stadium-I, die das Placebo erhalten hatten (p<0,05).

In der 1. Gruppe waren 20 von 25 Hunden (80 %) nach 2 Jahren noch
am Leben.

In der 2. Gruppe waren hingegen nur 6 von 25 Hunden (25 %) nach
2 Jahren noch am Leben.

Hunde mit COM Stadium-lI (L-MTP-PE oder Placebo) zeigten eine
signifikant verlangerte tumorfreie Zeit und Gesamtiuberlebenszeit
gegenuber den Hunden mit COM Stadium-Il und -lll (L-MTP-PE oder
Placebo) (p<0,022). Demnach wurde das Stadium des Tumors flr den
Erfolg der Therapie als ausschlaggebend beurteilt.

Weder die Lokalisation des Primartumors, das Operationsverfahren, das

Geschlecht, noch das Alter hatten Einfluss auf das Ergebnis.
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Studie B:

Nachdem die Hunde operiert worden waren, erhielten die Tiere taglich
rcGM-CSF Uber einen Zeitraum von 9 Wochen (Dosis: 5 pg/kg KG subkutan;
bei dieser Dosierung wurden keine Nebenwirkungen registriert).

Ab der 2. Woche wurde den Hunden zusatzlich zweimal wochentlich L-MTP-PE
(Dosis: 1 mg/m? bei Hunden mit einem KG von <5 kg, 1.5 mg/m? bei Hunden
mit einem KG von 5 - 10 kg, 2 mg/m? bei Hunden mit einem KG von >10 kg)

intravenods (per Infusion in einem Zeitraum von 5 - 8 min) verabreicht.

GM-CSF wurde aus drei Griinden mit L-MTP-PE kombiniert:

1) zur Steigerung der Monozyten/Makrophagen-Population;
2) zur Steigerung der antitumoralen Wirkung von Monozyten/Makrophagen;

3) zur Steigerung der Antigen-Prasentation durch Dendritische Zellen.

Man kam zu folgenden Ergebnissen:
= Beim Vergleich der Kombinationstherapien, L-MTP-PE plus rcGM-CSF
und L-MTP-PE plus saline Losung, konnte weder eine Steigerung
hinsichtlich der Dauer des Remissionzeitraumes, noch der Gesamt-
Uberlebenszeit festgestellt werden.
= Weder die Lokalisation des Primartumors, das Operationsverfahren, das

Geschlecht, noch das Alter hatten Einfluss auf das Ergebnis.

Behandlung mit Piroxicam und Cisplatin:

In einer prospektiven nicht-randomisierten Studie wurde die Kombination
Piroxicam (0,3 mg/kg, per os alle 24 Stunden verabreicht) mit Cisplatin
(50 mg/m? intravends alle 3 Wochen verabreicht; in Kombination mit einer
salinen Diurese (0,9 %ige NaCl-Losung)) am oralen malignen Melanom (COM)
und am oralen Plattenepithelkarzinom (siehe 8.2.1 ,canines orales

Plattenepithelkarzinom®) des Hundes untersucht (10). Obwohl die Anwendung
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einer Chemotherapie bei oralen Tumoren als wenig wirksam beurteilt wurde,
wahlte man hier Cisplatin, da man mit diesem Chemotherapeutikum beim COM
des Hundes im Vergleich zu anderen chemotherapeutischen Substanzen
(Bleomycin, Mitoxantron, Doxorubicin) eine etwas bessere antitumorale
Wirkung erzielte (65).

Fir diese Studie wurden 11 Hunde mit histologisch nachgewiesenem COM
ausgesucht, deren Tumoren als nicht resezierbar eingestuft wurden. Die
Behandlung mit Piroxicam wurde 5 Tage vor der ersten Cisplatin-Gabe

begonnen.

Tumorlokalisation:
= 5 Tumoren waren an der Maxilla lokalisiert.
= 5 Tumoren waren an der Mandibula lokalisiert.

= 1 Tumor war oropharyngeal lokalisiert.

Es konnten folgende Ergebnisse dokumentiert werden (10):
= 2 von 11 Hunden (18 %) mit COM zeigten eine komplette Remission des
Tumors.
= Keiner der 11 Hunde (0 %) zeigte eine partielle Remission des Tumors.
= 1 von 11 Hunden (9 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf.
= 8 von 11 Hunden (73 %) wiesen ein progressives Tumorwachstum auf.
= Als mediane Uberlebenszeit konnte bei den COM-Hunden 3,9 Monate

dokumentiert werden.

In dieser Studie werden keine Therapie-Kontrollgruppen aufgefuhrt. Somit ist
ein direkter Vergleich der Wirksamkeit zwischen der Kombinationstherapie
(Piroxicam/Cisplatin) und der alleinigen Gabe von Piroxicam bzw. Cisplatin
nicht moglich. Dies ware jedoch von grolem Interesse, da nur auf diese Weise
herausgefunden werden kann, ob es moglich ist, die Wirksamkeit einer
Chemotherapie mit Cisplatin zu steigern oder ob bei alleiniger Gabe von

Piroxicam ahnliche Erfolge erzielt werden kénnen.
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Canines orales Plattenepithelkarzinom:

Das orale Plattenepithelkarzinom (orales PEK) des Hundes ist ein Tumor,
welcher nur maRig zur Metastasierung neigt. Die Prognose wird durch die
Moglichkeit  chirurgischer und/oder radiotherapeutischer Interventionen,
d. h. durch Gréle und Lokalisation des Tumors in der Maulhdhle, bestimmt.
Manchen Hunden kann durch Resektion der Zunge gut geholfen werden. Sind
allerdings die Tonsillen befallen, ist die Metastasierungsrate deutlich hoher
(152). Die alleinige Anwendung einer Chemotherapie (Bleomycin, Cisplatin,

Mitoxantron, Doxorubicin) hatte sich als wenig wirksam erwiesen (131).

Behandlung mit Piroxicam:

Die systemische Bekampfung von Metastasen stellte ein Gebiet, in dem die
Wirkung des Immunmodulators Piroxicam zu erproben war.

In der folgenden prospektiven Studie wurde anhand von 17 Hunden mit
histologisch nachgewiesenem oralem PEK, die Wirkung von Piroxicam
untersucht (1 Hund erhielt im Vorfeld zweimalig Cisplatin. Ein anderer Hund
wurde 8 Monate zuvor einer Zungenresektion unterzogen) (131).

Den Tieren wurden 0,3 mg/kg Piroxicam per os alle 24 Stunden verabreicht.
Beim Auftreten von Nebenwirkungen (in Form von Melana, Vomitus oder
Anorexie) wurde die Therapie unterbrochen bis die Nebenwirkungen klinisch

nicht mehr feststellbar waren.

Nach dieser Behandlung wurden folgende Ergebnisse dokumentiert:
= 1 von 17 Hunden (6 %) zeigte eine komplette Tumorremission (CR).
Der Tumor des Hundes mit CR war an der Maxilla lokalisiert und im
Vorfeld keinerlei Behandlung unterzogen worden.
= 2 von 17 Hunden (12 %) zeigten eine partielle Tumorremission (PR).
Einer der Hunde mit PR hatte ein orales PEK an der Zunge und wies

Metastasen im regionalen Lymphknoten auf. Der zweite Hund mit PR
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hatte ein Tonsillen-PEK. Bei diesem Hund konnten keine Metastasen
gefunden werden.

= Das ergibt insgesamt eine Remissionsrate von 18 %.

= Die mediane Uberlebenszeit war 6 Monate.

= Die mittlere Uberlebenszeit war 7,4 Monate.

= 5 von 17 Hunden (29 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf (SD).
Bei einem Hund war der Tumor an der Maxilla, bei 2 Hunden an der
Mandibula und bei 2 Hunden an den Tonsillen lokalisiert. Die mediane
Uberlebenszeit war 3,4 Monate. Die mittlere Uberlebenszeit war
7,4 Monate.

Leider verbietet in dieser Studie das Fehlen einer Vergleichsgruppe einen
wissenschaftlich gesicherten Nachweis der Wirksamkeit von Piroxicam.

Anfang der 90er Jahre erzielte man im Verlauf einer Dosisfindungsstudie
(Phase-I-Studie) unter Verwendung von Piroxicam auch eine partielle
Remission bei 3 von 5 Hunden (60 %) mit Plattenepithelkarzinom (64). Diese

~otudie” ist jedoch als Anwendungsbeobachtung zu interpretieren.

Behandlung mit Piroxicam und Cisplatin:

In einer prospektiven nicht-randomisierten Studie wurde die Kombination
Piroxicam (0,3 mg/kg, per os alle 24 Stunden verabreicht) mit Cisplatin (jede
3. Woche 50 mg/m? intravends in Kombination mit einer salinen Diurese
(0,9 %ige NaCl-Lésung) verabreicht) am oralen malignen Melanom (COM) und
am oralen Plattenepithelkarzinom (PEK) des Hundes untersucht (10).

Obwohl die Anwendung einer Chemotherapie bei oralen Tumoren als wenig
wirksam beurteilt wurde, wahlte man hier Cisplatin, da man mit diesem
Chemotherapeutikum beim PEK des Hundes im Vergleich zu anderen
chemotherapeutischen Substanzen (Bleomycin, Mitoxantron, Doxorubicin) eine
etwas bessere antitumorale Wirkung erzielte (65).

Far diese Studie wurden 9 Hunde mit histologisch nachgewiesenem oralem
PEK ausgesucht, deren Tumoren als nicht resezierbar eingestuft wurden.
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Die Behandlung mit Piroxicam wurde 5 Tage vor der ersten Cisplatin-Gabe

begonnen.

Es konnten folgende Ergebnisse verzeichnet werden:

= 5 von 9 Hunden (56 %) mit PEK zeigten eine Tumorremission.

= 2 der 5 Hunden (40 %) mit PEK wiesen eine komplette Remission es
Tumors auf.

= 3 der 5 Hunde (60 %) wiesen eine partielle Remission des Tumors auf.
Bei den Hunden mit PR befand sich der Tumor bei 2 Tieren mit PEK an
den Tonsillen und bei 1 Tier mit PEK an der Mandibula.

» 3 der 9 Hunde (33 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf.

= 1der 9 Tiere (11 %) wiesen ein progressives Tumorwachstum auf.

= Als mediane Uberlebenszeit konnte bei den PEK-Hunden 7,9 Monate

dokumentiert werden.

In dieser Studie werden keine Therapie-Kontrollgruppen aufgefuhrt. Somit ist
ein direkter Vergleich der Wirksamkeit zwischen der Kombinationstherapie
(Piroxicam/Cisplatin) und der alleinigen Gabe von Piroxicam bzw. Cisplatin
nicht moéglich. Dies ware jedoch von grolem Interesse, da nur auf diese Weise
herausgefunden werden kann, ob es moglich ist, die Wirksamkeit einer
Chemotherapie mit Cisplatin zu steigern oder ob bei alleiniger Gabe von

Piroxicam ahnliche Erfolge erzielt werden konnen.

Canines Fibrosarkom:

Das Fibrosarkom des Hundes ist ein relativ haufig vorkommender Tumor.
Dieser Tumor ist meist in der Haut, in der Maulhdhle oder in der Nasenhohle
lokalisiert (143). Da sich die Chemotherapie als Behandlungsform als nicht
effizient zeigte, gilt als konventionelle Standardtherapie die chirurgische
Exzision (en-block-Resektion) mit oder ohne nachfolgende Bestrahlung (101).

Leider ist es nicht immer mdglich, samtliche Tumorzellen zu entfernen, was
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haufig die Entwicklung eines Rezidivs nach sich zieht (11). Aus diesem Grund

wird im Anschluss einer Tumorexzision die Radiotherapie empfohlen (87).

Behandlung mit Acemannan:

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse, erprobte man neben der
chirurgischer Exzision und der Radiotherapie als adjuvante
Fibrosarkom-Therapie die Gabe von Acemannan (56). In einer prospektiven
nicht-randomisierten Studie wurde 8 Hunden mit histologisch nachgwiesenen
Fibrosarkomen 1 mg/kg Acemannan intraperitoneal (zu Beginn einmal
wochentlich Uber einen Zeitraum von 6 Wochen, dann einmal im Monat Uber
einen Zeitraum von einem Jahr) injiziert. Dazu wurde den Tieren ca. 6 Wochen
vor der chirurgischen Entfernung des Tumors einmal wdchentlich

2 mg/kg Acemannan intratumoral (in jeden erreichbaren Tumor) verabreicht.

Ergebnisse:

= 4 von 8 (50 %) behandelten Hunden blieben nach Ablauf der 12 Monate
tumorfrei.

= 1 von 8 Hunden (12,5 %) entwickelte ein neues Fibrosarkom aufierhalb
des Bestrahlungsfeldes und starb. Dieser Hund zeigte allerdings zum
Zeitpunkt der Operation eine vollstandige Remission des behandelten
Tumors.

= Bei einem Hund der 8 Hunde (12,5 %) konnte zum Zeitpunkt der
Operation keine Umfangsvermehrung palpiert werden.

= 1 von 8 Hunden (12,5 %) verstarb in der 11. Woche an den Folgen des

Tumors.

1 von 8 Hunden (12,5 %) verstarb nach der Operation.

In dieser Studie wurden auch 5 Katzen (siehe 8.2.2) diesem Verfahren
unterzogen. Beide Tierarten wurden in die Berechnung der medianen
Uberlebenszeit (12 Monate) herangezogen. Hervorzuheben ist, dass das
Verfahren dieser Evaluierung keine statistisch signifikante Aussage zulasst, da

-195 -



Schrifttum
Unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer

eine Vereinheitlichung von Hund und Katze hinsichtlich der Ermittlung einer

medianen Uberlebenszeit nicht mdglich ist.

Histologisch konnte intratumoral die Entstehung einer Entzindungsantwort,
welche durch eine lymphoplasmazellulare Infiltration, eine Nekrose und eine
Odembildung charakterisiert war, nachgewiesen werden. Diese Effekte wurden
einer Makrophagenaktivierung mit folgender Freisetzung des Zytokins TNF-a
zugeschrieben (56).

Das haufig beobachtete Tumorwachstum reflektiert moglicherweise nach
Meinung des Autors Anderungen in der GefaRBpermeabilitit, aber auch
entstehende Flussigkeitsansammlungen innerhalb des Tumors (1). Dieses
Phanomen konnte auch bei der Behandlung des equinen Sarkoids nach
intratumoraler Injektion von Acemannan beobachtet werden (unveroffentlichte
Daten) (56).

Behandlung mit C. parvum:

Bei einer Behandlung mit C. parvum konnten beim Fibrosarkom des Hundes

(5 Tiere) keine signifikanten Erfolge erzielt werden (93).

Behandlung mit einer bakteriellen Mischvakzine mit/ohne Chemotherapie:

Auch die Verwendung einer Vakzine, bestehend aus einer Mischung von
Bakterien (Serratia marcescens und Streptococcus pyogenes), alleine oder in
Kombination mit einer Chemotherapie (Vincristin, Cyclophosphamid,
Methotrexate), erbrachte keine statistisch signifikante Verlangerung der

Uberlebenszeit bei Hunden mit Fibrosarkom (14).
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Caniner Mammatumor:

Die Forschung auf dem Gebiet der Behandlungsmdglichkeiten von
Mammatumoren des Hundes ist von grol3em wissenschaftlichem Interesse, das
schon allein durch die Tatsache bedingt ist, da die Mammatumoren des Hundes
dem Brustkrebs des Menschen in ihrer Histologie und Progression sehr ahnlich
sind (105).

Behandlung mit L-MTP-PE:

Da die Zerstorung von Krebszellen durch aktivierte Makrophagen unabhangig
von der Zellantigenitat, Invasivitat und dem metastatischen Potential des
Tumors erfolgt, erhoffte man, einen ahnlichen zytostatischen Effekt von
L-MTP-PE auch in der Behandlung von caninen Mammakarzinom-
Mikrometastasen zu bewirken (29, 140).

Im Rahmen einer Doppelblindstudie wurde die Wirkung von L-MTP-PE an
27 Hunden unterschiedlicher Rassen mit histologisch nachgewiesenem
Mammakarzinom (einfaches Karzinom) getestet. Als Ausschlusskriterium galten

u. a. Fernmetastasen.

Die Tiere wurden in 2 Gruppen aufgeteilt:
1. Gruppe: 13 Hunde wurden mit L-MTP-PE behandelt.
(Dosis: 2 mg/m? L-MTP-PE intravends, zweimal pro Woche
uber einen Zeitraum von 8 Wochen)
Die L-MTP-PE-Therapie wurde innerhalb von 3 Wochen nach
chirurgischer Exzision des Tumors begonnen.
2. Gruppe: 14 Hunde erhielten als Kontrollgruppe eine Behandlung mit

leeren Liposomen.

Die Tiere wurden im Abstand von hochstens 3 Monaten mindestens ein Jahr

lang auf Metastasen untersucht.
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In den ersten 8 Wochen konnte bei 6 Hunden der 1. Gruppe Nebenwirkungen in
Form von Fieber, Zittern und Vomitus innerhalb weniger Stunden post
injectionem (p.i.) registriert werden. Bei 4 von 6 Hunden (67 %) traten

Nebenwirkungen nur nach der ersten Injektion auf.

Leider konnte zwischen beiden Gruppen weder
= beim krankheitsfreien Intervall (1. Gruppe: median 5,5 Monate;
2. Gruppe: median 4,4 Monate),
= noch bei der medianen Gesamtiberlebenszeit (1. Gruppe: median
7,4 Monate; 2. Gruppe: median 6 Monate) ein signifikanter Unterschied

verzeichnet werden.

Man vermutete, dass das enttduschende Ergebnis auf einer zu kurz gewahlten
Therapiedauer basiere. Man wusste zwar, dass durch L-MTP-PE aktivierte
Makrophagen histologische Veranderungen in Form einer Fibrose und einer
Infiltration von Entzindungszellen bis hin zu einer Nekrose und einer
Neovaskularisation hervorrufen, nahm aber an, dass durch L-MTP-PE aktivierte
Makrophagen zur Abtdtung neoplastischer Zellen eine deutlich langere Zeit
bendtigen (60, 140).

Behandlung mit BCG und/oder C. parvum:

Die Behandlung mit BCG und C. parvum (intratumorale Injektion) resultierte in
enttduschenden Ergebnissen. In prospektiven randomisierten und kontrollierten
Studien mit 53 Hunden und 129 Hunden konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Ergebnissen einer Behandlung mit der Kombination BCG
und/oder C. parvum und denjenigen, welche nur auf der Durchfuhrung einer
radikalen Mastektomie basierten festgestellt werden (109, 128).

In einer anderen Studie wurde Hunden mit einem Mammakarzinom nach
erfolgter Mastektomie BCG intravends verabreicht. Hier erzielte man eine
Steigerung der medianen Uberlebenszeit auf ca.23 Monate. In der
Kontrollgruppe (Tiere, welche ausschliellich mit Hilfe einer Mastektomie
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behandelt wurden) lag die mediane Uberlebenszeit bei ca. 8 Monaten. Diese
Tiere erhielten die Mastektomie und BCG-Therapie bevor Metastasen
diagnostiziert werden konnten. Man beobachtete, dass durch Gabe von BCG
(i.v.) die Entwicklung von Metastasen verzogert wurde (12). Es ist jedoch
anzunehmen, dass dieses Ergebnis auf der sehr frihzeitig durchgefuhrten

Mastektomie basiert.

Behandlung mit Levamisol:

In einer grol3 angelegten Studie wurde anhand von 144 Hunden mit
unbehandelten malignen Mammatumoren (136 Adenokarzinome, 5 maligne
Mischtumoren, 3 Sarkome) die Wirkung von Levamisol in Kombination mit einer
radikalen Mastektomie oder einer einfachen Mastektomie mit der Wirkung eines
Placebos in Kombination mit einer radikalen Mastektomie oder einer einfachen
Mastektomie verglichen. Diese Studie ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen diesen Gruppen im Hinblick auf die Verlangerung des krankheitsfreien
Intervalls oder der Gesamtuberlebenszeit.

Als prognostisch wertvoll erwies sich das Tumorvolumen der Hunde. Hunde
zeigten eine deutlich gesteigerte Gesamtuberlebenszeit (p=0,0007) und

tumorfreie Zeit (p=0,0005), deren Tumoren kleiner als 41 cm? waren (74).

Behandlung mit PIND-ORF:

In einer Anwendungsbeobachtung wurden 5 Hundinnen mit Knoten in der
Milchleiste (Verdacht auf Mammatumor, ohne Zytologie und Histologie) mit
PIND-ORF behandelt. Nur bei einem Tier konnte ein Verschwinden der Knoten
festgestellt werden, wahrend bei den anderen 4 Hundinnen die Tumoren nach
Abschluss der Therapie ein unverandertes Bild zeigten (6). Diese Studie

entbehrt leider jede wissenschaftliche Qualifikation.
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Behandlung mit Piroxicam:

Anfang der 90er Jahre erzielte man im Verlauf einer Anwendungsbeobachtung
unter Verwendung von Piroxicam eine partielle Remission bei 1 von 3 Hunden
(33 %) mit Mamma-Adenokarzinom (64).

Caniner Mastzelltumor:

Behandlung mit C. parvum:

Im Rahmen einer prospektiven Studie untersuchte man die Wirkung einer
C. parvum-Vakzine in Verbindung mit einer unvollstdndigen Tumorexzision am
caninen Mastzelltumor (26 Tiere; Grad I - lll) (93). Dabei dienten 17 Hunde mit
Mastzelltumor Grad | - Ill als Kontrolltiere.

Bei den 26 Hunden mit Mastzelltumor konnte nach C. parvum-Gabe im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine geringere Rezidivrate ermittelt werden
(p=0,59).

Canines Hdmangioperizytom:

Behandlung mit C. parvum:

Im Rahmen einer prospektiven Studie untersuchte man die Wirkung einer
C. parvum-Vakzine in Verbindung mit einer unvollstandigen Tumorexzision am
caninen Hamangioperizytom (22 Tiere; Gradl-1ll) (93). Dabei dienten
20 Hunde mit Hamangioperizytom Grad | - Il als Kontrolltiere.

Bei den 22 Hunden mit Hamangioperizytom konnte nach C. parvum-Gabe im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine geringere Rezidivrate ermittelt werden
(p=0,75).
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Canines Hadmangiosarkom der Milz (HSA):

Das canine Hamangiosarkom der Milz (HSA; ,splenic hemangiosarcoma®) ist
ein spontan auftretender Tumor, welcher eine hohe Metastasierungsrate
aufweist. Die chirurgische Entfernung des Tumors erwies sich als nur wenig
erfolgreich, da die meisten Hunde innerhalb von 2 Monaten nach Stellung der
Diagnose an den Folgen des Tumors (Metastasen in Lunge und Leber (78))

verstarben (37) (mediane Uberlebenszeit nach Splenektomie 2 - 4 Monate (73)).

Behandlung mit L-MTP-PE (plus Splenektomie und Chemotherapie):

Im Rahmen einer randomisierten multizentrischen Doppelblind-Studie
untersuchte man anhand von insgesamt 32 Hunden mit HSA Stadium-| (nicht
rupturiert) und Stadium-II (rupturiert, kein Hinweis auf Metastasen) die Wirkung
von L-MTP-PE (MTP-PE: CGP 19835A) in Kombination mit einer Splenektomie
und Chemotherapie (Doxorubicin 30 mg/m? iwv. und Cyclophosphamid
100 mg/m? i.v., gleichzeitig jede 3. Woche verabreicht; Chemotherapie-Beginn:
innerhalb von 2 Wochen nach Milzentnahme). Die Liposomtherapie wurde am
Tag der ersten Chemotherapie begonnen. Keines der Tiere war vorbehandelt
(146).

Diese Kombination wurde gewahlt, da man der Meinung war, dass bei Hunden
die Zytotoxizitat von Monozyten durch Doxorubicin gesteigert werde und es
nach ca. 3 - 7 Tagen zu einer Freisetzung von TNF-a durch Monozyten komme,

was die Wirksamkeit einer Immuntherapie mit L-MTP-PE deutlich fordere (78).

Es wurden 2 Gruppen gebildet:
1. Gruppe (16 Hunde): Therapie mit L-MTP-PE
(Initial-Dosis:1 mg/m?i.v. L-MTP-PE, ab der zweiten Sitzung: 2 mg/m? i.v.
L-MTP-PE);
2. Gruppe (16 Hunde): Therapie mit dem Liposom-Placebo-Praparat.
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Die Hunde erhielten die Praparate zweimal wochentlich Gber einen Zeitraum
von 8 Wochen in Form einer intravends erfolgenden Infusion (langsam uber
5 - 8 Minuten).

Die Tiere wurden alle 2 Wochen einer Kontrolle unterzogen
(Allgemeinuntersuchung, hamatologische Untersuchungen, Sonographie des
Abdomens, Rontgen des Thorax). Darlber hinaus wurde von je 4 Hunden aus
der 1. und 2. Gruppe Serum gewonnen, welches fur die Untersuchung der

Aktivitaten von TNF-a und IL-6 bendtigt wurde.

Folgende Ergebnisse wurden dokumentiert:

= 29 von 32 Hunden (91%) starben wahrend der Therapie
(Todesursache: Tumorprogression, Folgen der  Chemotherapie,
therapieunabhangige Ursache).

= 3 von 32 Hunden (9 %) waren zum Zeitpunkt der Evaluierung am Leben.

*» |nsgesamt konnte eine mediane tumorfreie Zeit von 4,9 Monaten und
eine mediane Uberlebenszeit von 5,4 Monaten errechnet werden.

= Dabei zeigte sich in der L-MTP-PE-Gruppe ein signifikanter Unterschied
bezlglich der medianen tumorfreien Zeit (p=0,037) und der medianen
Gesamtlberlebenszeit (p=0,029) gegentber der Placebogruppe.

* Im Endergebnis waren Hunde mit HSA Stadium-l weitaus langer
tumorfrei (p=0,026) und hatten eine langere Uberlebenszeit (p=0,017),
als Hunde mit HSA Stadium-II.

= Dennoch konnte zwischen Hunden mit Stadium-l aus der 1. und
2. Gruppe hinsichtlich dieser Parameter kein signifikanter Unterschied
verzeichnet werden.

= Bei Tieren mit klinischem Stadium-Il konnte allerdings ein deutlicher
Unterschied bezuglich tumorfreier Zeit (p=0,031) und Gesamt-
Uberlebenszeit (p=0,037) zugunsten der L-MTP-PE-Gruppe dokumentiert
werden.

= Sektionen ergaben, dass Hunde mit HSA Stadium-ll nach der
Behandlung mit L-MTP-PE, im Vergleich zu Hunden der Placebogruppe,
eher Metastasen in naher liegenden Organen und erst sehr spat in der
Leber ausbildeten.
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= Die serologischen Untersuchungen ergaben eine gesteigerte
TNF-a-Aktivitat (2 h p.i.) bei den L-MTP-PE-Hunden. In der Placebo-
gruppe konnte hingegen keine Veranderung der TNF-a-Aktivitat
festgestellt werden (p<0,001).
Dementsprechend konnte auch eine gesteigerte IL-6-Aktivitat
(2 h p.i.: p=0,007; 3 h p.i.. p=0,013) bei den Hunden der 1. Gruppe

gemessen werden.

Diese Erkenntnisse untermauerten die Annahme, dass L-MTP-PE als
Immunmodulator agiere und auch bei Hunden mit HSA eine Immunantwort
hervorrufe (146). Die Wirksamkeit einer L-MTP-PE-Therapie konnte anhand
dieser Studie jedoch nicht wissenschaftlich korrekt bewiesen werden, da eine

Randomisierung nur an einem Studienort durchgefuhrt wurde.

In einer anderen prospektiven randomisierten Studie wurden dieselben
Dosierungen verwendet und die Chemotherapie (Doxorubicin,
Cyclophosphamid) ebenfalls im Abstand von 3 Wochen und in 4 Zyklen durch-
gefuhrt. Auch hier wurde mit der Chemotherapie 2 Wochen nach der
Spenektomie begonnen. Es wurden insgesamt 27 Hunde mit HSA der Milz in
die Studie aufgenommen. 15 der 27 Hunde dienten als Kontrollgruppe und
erhielten ein Placebopraparat anstelle von L-MTP-PE.

Man erzielte folgende Ergebnisse:

= Bei den 12 L-MTP-PE-Hunden mit HSA der Milz konnte eine mediane
Uberlebenszeit von 9,1 Monaten erzielt werden, wobei 6 der 12 L-MTP-
PE-Hunde (50 %) an ihren Metastasen starben.

= 5der 12 L-MTP-PE-Hunde (42 %) lebten noch 1 Jahr oder langer.

= Die Daten der 15 Tiere der Kontrollgruppe ergaben eine mediane
Uberlebenszeit von 4 Monaten, wobei 11 der 15 Placebo-Hunde (73 %)
an ihren Metastasen starben (p<0,03).

= Nur 1 der 15 Placebo-Hunde (7 %) lebte langer als 1 Jahr.
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Diese Ergebnisse gaben Grund zur Annahme, dass sich eine Kombinations-
therapie (L-MTP-PE, Chemotherapie) zur Behandlung des HSA des Hundes
besser eigne als die alleinige Verabreichung einer Chemotherapie (in

Kombination mit einer Splenektomie) (78).

Canines Osteosarkom der GliedmalRe:

Das canine Osteosarkom ist ein Tumor, welcher spontan auftreten kann und
hochgradig zur Metastasierung in die Lunge neigt (69). Man geht davon aus,
dass die meisten Hunde zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Mikro-
metastasen aufweisen (73). Die mediane Uberlebenszeit betragt 3 - 6 Monate.

Nur 10 % der Hunde leben nach Amputation langer als ein Jahr (137).

Behandlung mit L-MTP-PE und Cisplatin:

Im Rahmen von zwei randomisierten Doppelblind-Studien wurde die
Wirksamkeit einer Chemoimmuntherapie mit L-MTP-PE und Cisplatin am
Osteosarkom des Hundes untersucht. Die Amputation der betroffenen
GliedmalRe wurde im Vorfeld durchgefihrt. Man wollte herausfinden, mit
welcher Behandlungsmodalitat (d. h. die ,zeitgleiche® Verabreichung von
Cisplatin und L-MTP-PE oder die ,zeitlich versetzte® Verabreichung von
Cisplatin, gefolgt von der Behandlung mit L-MTP-PE) das beste

Therapieergebnis erzielt werden kdnne (69).

Im Falle der ,zeitgleichen Applikation wurde Cisplatin (70 mg/m?i.v.) alle
3 Wochen insgesamt 4x verabreicht. 24 Stunden nach Erhalt der ersten
Chemotherapie verabreichte man den Tieren 2 mg/m? L-MTP-PE i.v. in Form
einer Infusion (langsam Uber 5 - 8 Minuten). Dann wurden die Tiere in 2 weitere
Gruppen aufgeteilt und entweder einmal oder zweimal wdchentlich Uber einen
Zeitraum von 8 Wochen mit L-MTP-PE behandelt. Die Tiere der Kontrollgruppe
erhielten das Liposom-Placebo 1x wdchentlich.
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Im Rahmen der ,zeitgleichen® Applikation wurden demnach 3 Gruppen gebildet:
1. Gruppe (21 Hunde): Verabreichung von L-MTP-PE 1x wdchentlich
2. Gruppe (21 Hunde): Verabreichung von L-MTP-PE 2x woéchentlich
3. Gruppe (22 Hunde): Verabreichung des Placebos 1x wochentlich

Bei der ,zeitlich versetzten® Applikation wurde Cisplatin alle 4 Wochen
verabreicht. Nach Ende der Chemotherapie wurden die Hunde 4 Wochen
spater (also 4 Monate nach Beginn der Chemotherapie) auf Metastasen
untersucht. Es wurden nur Hunde in die L-MTP-PE-Stude aufgenommen, die
keine klinischen Anzeichen von Metastasen aufwiesen.
Man verabreichte diesen Hunden nun 2 mg/m? L-MTP-PE intravends in Form
einer Infusion (langsam Uber 5 - 8 Minuten) zweimal wochentlich Uber einen
Zeitraum von 8 Wochen. 14 Hunde dienten als Kontrolltiere. Diese Tiere
erhielten ein Liposom-Placebo.
Im Rahmen der ,zeitlich versetzten® Applikation wurden demnach 2 Gruppen
gebildet:

1. Gruppe (11 Hunde): Verabreichung von L-MTP-PE

2. Gruppe (14 Hunde): Verabreichung des Placebos

Nach Studienende wurden alle Hunde noch einmal auf die Entwicklung von
Metastasen kontrolliert.

Die L-MTP-PE-Therapie wurde von allen Hunden gut vertragen. Neben-
wirkungen konnten nur in Form einer Erhdhung der Korpertemperatur um
1- 2°C innerhalb von 4 Stunden p.i. registriert werden, welche sich allerdings

bereits nach 6 Stunden p.i. wieder normalisierte.

Ergebnisse der ,zeitgleichen® Applikation:
1. Gruppe (einmalige L-MTP-PE-Gabe pro Woche):
= Die mediane metastasenfreie Zeit betrug 6,3 Monate (mediane Uber-
lebenszeit: 10,5 Monate).
= 18 der 21 Hunde (86 %) entwickelten Metastasen.
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3 der 21 Hunde (14 %) starben aus anderen Grinden (Nierenversagen,
Magenulzera, Magendrehung). Diese 3 Hunde hatten bereits Metastasen
entwickelt.

1 der 21 Hunde (5 %) entwickelte Metastasen, stand aber einer weiteren
Beobachtung nicht zur Verfugung.

3 der 21 Hunde (14 %) waren zum Zeitpunkt der Evaluierung
metastasenfrei.

7 der 21 Hunde (33 %) lebten nach Therapiebeginn langer als 1 Jahr.

. Gruppe (zweimalige L-MTP-PE-Gabe pro Woche):

Die mediane metastasenfreie Zeit betrug 7,5 Monate (mediane Uber-
lebenszeit: 10,3 Monate).

19 der 21 Hunde (90 %) entwickelten Metastasen.

1 der 21 Hunde (5 %) starb aus anderen Grunden (idiopathische
hypertrophe Kardiomyopathie). Dieser Hund zeigte zum Zeitpunkt des
Todes keine Metastasen.

1 der 21 Hunde (5 %) war zum Zeitpunkt der Evaluierung am Leben und
frei von Metastasen.

7 der 21 Hunde (33 %) lebten nach Therapiebeginn langer als 1 Jahr.

. Gruppe (einmalige Liposom-Placebo-Gabe pro Woche):

Die mediane metastasenfreie Zeit betrug 5,8 Monate (mediane Uber-
lebenszeit: 7,6 Monate).

17 der 22 Hunde (77 %) entwickelten Metastasen.

2 der 22 Hunde (9 %) starben aus anderen Grunden (Nierenerkrankung).
Diese beiden Hunde zeigten zum Zeitpunkt des Todes keine Metastasen.
3 der 22 Hunde (14 %) waren zum Zeitpunkt der Evaluierung am Leben
und frei von Metastasen.

9 der 22 Hunde (41 %) lebten nach Therapiebeginn langer als 1 Jahr.

Es bestand kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf die Uberlebenszeit

zwischen diesen 3 Behandlungsmodalitaten.

- 206 -



Schrifttum
Unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer

Ergebnisse der ,zeitlich versetzten“ Applikation:

1.

Gruppe (mit L-MTP-PE behandelte Hunde):

8 von 11 Hunden (73 %) entwickelten Metastasen.

2 von 11 Hunden (18 %) wurden aus anderen Grunden (schwere Arthritis)
vorzeitig euthanasiert.

7 von 11 Hunden (64 %) lebten nach Therapiebeginn langer als 1 Jahr.
Zum Zeitpunkt der Evaluierung war 1 der 14 Hunde (7 %) noch am
Leben und zeigte keine Anzeichen von Metastasen.

2 von 14 Hunden (14 %) wiesen zum Zeitpunkt der Evaluierung Metasta-
sen auf. Einer der beiden Hunde war noch am Leben. Der zweite Hund
stand der weiteren Beobachtung nicht zur Verfliigung.

Die mediane metastasenfreie Zeit betrug 11,2 Monate (mediane Uber-
lebenszeit: 14,4 Monate).

Es konnte eine signifikant verlangerte metastasenfreie Zeit (p<0,035)
und Uberlebenszeit (p<0,01) gegeniiber der Placebo-Gruppe erzielt
werden.

Als nicht ausschlaggebend erwiesen sich die Lokalisation des

Primartumors, das Geschlecht und das Alter der Hunde.

Gruppe (Placebogruppe):

13 von 14 Hunden (93 %) starben an ihren Metastasen.

1 der 14 Hunde (7 %) starb aus anderen Grunden (neurologische
Erkrankung).

4 der 14 Hunde (29 %) lebten nach Therapiebeginn langer als 1 Jahr.
Die mediane metastasenfreie Zeit betrug 7,6 Monate (mediane Uber-

lebenszeit: 9,8 Monate).

Der Vergleich dieser Applikationsmodalitaten liel} vermuten, dass sich eine

,zeitlich versetzte® Gabe, d. h. eine Chemotherapie mit Cisplatin, gefolgt von

einer Immuntherapie mit L-MTP-PE, zur Erzielung einer Wirkung und somit far

eine Behandlung des Osteosarkoms besser eigne, wenn nicht sogar notwendig

sei.

Die L-MTP-PE liefernde Substanz wird in der Schweiz hergestellt

(Ciba-Geigy, Basel), ist jedoch auf dem Markt derzeit nicht erhaltlich.
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Die Ergebnisse einer anderen prospektiven randomisierten Studie unterstutzen
diese Aussage (78). Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 25 Hunde
verwendet. Dabei wurden alle 25 Hunde einer Amputation der betroffenen
Gliedmale unterzogen und erhielten 24 Stunden nach der Operation die erste
Chemotherapie mit Cisplatin (Dosis: 70 mg/m? i.v.; in Kombination mit einer
Diurese). Die Chemotherapie wurde insgesamt viermal im Abstand von
4 Wochen durchgefiihrt. Diese 25 Hunde =zeigten nach Ende der
Chemotherapie keine Anzeichen auf Metastasen und wurden in 2 Gruppen

aufgeteilt:

1. Gruppe (11 Hunde): Verabreichung von L-MTP-PE (2 mg/m? i.v., zweimal
wochentlich Uber einen Zeitraum von 8 Wochen)
2. Gruppe (14 Hunde): Verabreichung eines Placebos (L-saline i.v., zweimal

wochentlich Uber einen Zeitraum von 8 Wochen)

Ergebnisse:

= Die Hunde der L-MTP-PE-Gruppe zeigten eine statistisch signifikant
langere mediane krankheitsfreie Zeit von 12 Monaten (Placebo-
Gruppe: 7,6 Monate; p<0,04).

* Die Hunde der L-MTP-PE-Gruppe zeigten eine statistisch signifikant
langere mediane Uberlebenszeit von 14,4 Monaten (Placebo-
Gruppe: 9,8 Monate; p<0,021).

= 3 der 11 L-MTP-PE-Hunde (27 %) lebten nach Therapiebeginn langer als
2 Jahre.

= 7 der 11 L-MTP-PE-Hunde (64 %) entwickelten Lungenmetastasen und
2 der 11 Hunde (18 %) Metastasen im Knochenmark.

= 11 der 14 Placebo-Hunde (78 %) entwickelten Lungenmetastasen, wobei
7 dieser 11 Tiere (63 %) zusatzlich viszerale Metastasen und Metastasen

im Knochenmark zeigten.

- 208 -



Schrifttum
Unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer

Behandlung mit BCG:

Auch BCG wurde an Hunden mit Osteosarkomen an der Gliedmale getestet. In
der folgenden prospektiven Studie wurde 20 Hunden im Vorfeld die betroffene
GliedmaRe amputiert und danach BCG in einer Dosierung von 50 - 250x10°
lebensfahiger Organismen, geldst in 5 ml saliner Lésung, intravends appliziert
(106). Die erste Injektion erfolgte direkt vor oder nach dem chirurgischen
Eingriff. Die weiteren 6 Injektionen wurden in Intervallen von 1, 2 und 4 Wochen,
dann im Abstand von 8 Wochen durchgeflhrt.

Zur Vermeidung einer anaphylaktischen Reaktion wurden den Tieren

20 - 30 Minuten vor BCG-Gabe intramuskular ein Antihistaminikum verabreicht.

Ergebnisse:
= 11 von 20 Hunden (55 %) lebten ca. 6 Monate.
= 7 von 20 Hunden (35 %) blieben langer als 12 Monate und 1 Hund (5 %)
sogar 21 Monate am Leben und frei von Metastasen.
= Die mediane Uberlebenszeit betrug 6,25 Monate.
= Ein Hund entwickelte trotz Pramedikation eine Anaphylaxie, bei anderen
Hunden wurden in erster Linie Nebenwirkungen in Form von Anorexie

und leichter Pyrexie in den Tagen p.i. beobachtet.

Fir eine Beurteilung dieser Ergebnisse fehlt eine Kontrollgruppe, welche
ausschlieBlich einer Amputation der GliedmalRe unterzogen wird. Daruber
hinaus hatte eine weitere Gruppe, die BCG in Kombination mit einer Amputation

und Chemotherapie erhalt, zur Einschatzung dieser Ergebnisse beigetragen.

Behandlung mit Deracoxib in vitro:

Im Rahmen einer In vitro-Studie konnte Deracoxib im Vergleich zu Piroxicam
eine hohere zytotoxische Wirksamkeit in caninen Osteosarkom-Zelllinien
nachgewiesen werden. Eine DNA-Fragmentierung konnte allerdings weder mit

Piroxicam noch mit Deracoxib bewirkt werden (125).
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Canines Ubergangsepithelkarzinom der Harnblase (TCC):

Behandlung mit Piroxicam:

Der Einsatz von Piroxicam hat sich v.a. in der Behandlung des
Ubergangsepithelkarzinoms der Harnblase (TCC; ,transitional cell carcinoma®)
bewahrt. Dieser Tumor des Hundes eignet sich hervorragend als Tiermodell fur
die Behandlung des humanen TCC (94).

In folgender prospektiven Studie wurden 34 Hunde mit einem histologisch
nachgewiesenen nicht-resezierbarem TCC mit Piroxicam (0,3 mg/kg p.o.)
therapiert. Sechs der 34 Hunde waren chemotherapeutisch mit Cisplatin,
Doxorubicin/Cisplatin oder Vincristin vorbehandelt. Eine Kontrollgruppe wurde
nicht eingerichtet.

Des Weiteren untersuchte man an 15 der 34 Hunde die Entwicklung einer
monozytaren Prostaglandin Ez-Produktion (PEG;). Sechs der 34 Hunde wurden
fur die Untersuchung der Aktivitat von NK-Zellen (Naturliche Killerzellen, siehe

1.4) verwendet.

Ergebnisse:

= 32 von 34 Hunden (94 %) vollendeten die Therapiedauer von 56 Tagen.
Ein Hund zeigte ein progressives Tumorwachstum und wurde euthana-
siert, ein weiterer Hund wurde an Tag 50 aufgrund einer Wirbelsaulen-
erkrankung euthanasiert.

= Bei 5 der 34 Hunde (15 %) wurde ein progressives Tumorwachstum
diagnostiziert (Tag 56) und wurden nicht weiter mit Piroxicam behandelt.
Diese Tiere erhielten im Anschluss eine chemotherapeutische
Behandlung.

= 27 der 34 Hunde (79 %) lieferten eine mediane Uberlebenszeit von
ca. 6 Monaten.

= Zwei der 34 Hunde (6 %) zeigten eine komplette Remission (CR), welche

allerdings erst an Tag 60 und 120 erreicht wurde.
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= Einer der beiden Hunde mit CR wurde bis Tag 600 (20 Monate) mit
Piroxicam weiterbehandelt (eine endgiiltige Uberlebenszeit ist nicht
bekannt).

= Der 2. Hund mit CR entwickelte nach 4 Monaten gastrointestinale
Irritationen. Daraufhin wurde die Therapie abgebrochen (dieser Hund
wurde nach ca. 6,6 Monaten aufgrund eines Rezidivs wieder vorgestellt
und die Therapie mit Piroxicam fortgefihrt. Danach erreichte der Tumor
des Hundes wieder eine CR und der Hund wurde bis Tag 720
(24 Monate nach ursprunglichem Therapiebeginn, der weitere Verlauf ist
nicht bekannt) mit Piroxicam weiterbehandelt.

» Vier der 34 Hunde (12 %) zeigten eine partielle Remission (PR) des
Tumors, wobei diese bereits an Tag 28 registriert werden konnte.

= 18 von ursprunglich 34 Hunden (53 %) zeigten am Tag 56 einen stabilen
Krankheitsverlauf (SD).

» 10 der 34 Tiere (29 %) zeigten ein progressives Tumorwachstum (PD).

= Von den 6 Hunden, welche im Vorfeld einer Chemotherapie unterzogen
worden waren, zeigte ein Hund eine PR (Uberlebenszeit: 2,6 Monate),
3 Hunde eine SD (Uberlebenszeiten: 4,8 Monate, 8 Monate und
8,7 Monate) und 2 Hunde eine PD (Uberlebenszeiten: 9 Monate und
17 Monate).

Nebenwirkungen:

Bei 6 Hunden konnten gastrointestinale Irritationen (Anorexie, Melana und
Vomitus) dokumentiert werden. Hamatologische und serologische
Untersuchungen zeigten eine Anamie, eine gering- bis mittelgradige
Leukozytose und eine geringgradige Erhdhung der Urea-Nitrogen-Konzen-

tration.

Ergebnisse der PEG,- und NK-Zell-Untersuchungen:
= Vor und wahrend der Studie wurde anhand von 15 Hunden die
Entwicklung der monozytaren Prostaglandin E,-Produktion untersucht.

Bei den Hunden mit CR, PR und SD war eine verringerte PEG,-Synthese
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und bei Hunden mit PD eine deutliche Steigerung der PEG,-Synthese
messbar.

= Daruber hinaus wurde an 6 Hunden vor und wahrend der Studie die
Aktivitat von NK-Zellen untersucht. Bei einem Hund konnte eine
Steigerung der Aktivitdt beobachtet werden, die mit der Reduktion des
Tumorvolumens um 22 % einherging. Im Vergleich dazu konnte bei
einem weiteren Hund, dessen Tumor weiterhin an Grofle zunahm, im
Verlauf der Therapie nur eine geringe NK-Zell-Aktivitat registriert werden
(bei beiden Hunden wurde zu Beginn der Therapie eine NK-Zell-Aktivitat
unter dem Normalwert gemessen). Bei den anderen Hunden konnte
keine Korrelation zwischen der NK-Zell-Aktivitat und der Tumorantwort

erkannt werden.

Man war der Meinung, dass Piroxicam beim TCC des Hundes wirksam sei
(Remissionsrate von 17,6 % (CR und PR)) (66). Bereits anfang der 90er Jahre
erzielte man im Verlauf einer Dosisfindungsstudie (Phase-I-Studie) unter
Verwendung von Piroxicam eine partielle Remission bei 3 von
10 Hunden (30 %) mit Ubergangsepithelkarzinom der Harnblase (64). Diese
,otudie” ist jedoch als Anwendungsbeobachtung zu interpretieren. Der
Wirkungs-mechanismus von Piroxicam am TCC des Hundes konnte nicht
erklart werden (66).

Klrzlich stellte man allerdings fest, dass kein Zusammenhang zwischen der
PEG,-Konzentration, der Expression von COX-2 und der Veranderung des
Tumorvolumens besteht, obgleich in allen TCC-Proben eine COX-2-Immun-
reaktivitdt gemessen werden konnte. Demnach, so hie} es, wirden diese
Parameter (einzeln, oder in Kombination) keine prognostische Aussagekraft
besitzen (100).
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Behandlung mit Piroxicam und Cisplatin:

Im Rahmen einer weiteren prospektiven Studie wurde die Wirkung des
Cyclooxigenase-Inhibitors Piroxicam in Kombination mit einer Chemotherapie
(Cisplatin) hinsichtlich einer Tumorantwort, einer Apoptose und einer Angio-
genese am TCC des Hundes (14 Tiere) untersucht.

Da diese Kombinationstherapie haufig von einer bald eintretenden und
dosis-limitierenden renalen Toxizitat begleitet wird, wurde diese Studie mit Hilfe
einer verlangerten salinen Diurese-Therapie (21 Stunden) durchgefuhrt. Zu
Beginn wurde nur Piroxicam verabreicht (0,3 mg/kg p.o. 1x tagl. Uber
4 Wochen). Danach erfolgte die Kombinationstherapie Piroxicam/Cisplatin
(Cisplatin: 60 mg/m? i.v. jede 3. Woche) uber einen Zeitraum von 6 Wochen.
Die Diurese (0,9 %ige NaCl-Losung) wurde 4 Stunden vor und 2 Stunden nach
der Cisplatin-Therapie (18 ml/kg/h) und dann Uber 15 Stunden (5 ml/kg/h)
durchgefuhrt. Das Medikament Cisplatin wurde langsam (Uiber 20 Minuten) in
Form einer Infusion verabreicht (Standard-Cisplatin-Therapie).

Auf die Ausdehnung der Diurese-Therapie wurde besonders Wert gelegt, da
man der Meinung war, dass zwischen der Dauer einer Diurese-Therapie und
der Ausbildung einer Nephrotoxizitat durch Cisplatin ein Zusammenhang
bestunde (102).

30 Minuten vor Cisplatin-Gabe wurde den Tieren Butorphanol (Torbugestic™,
0.4 mg/kg i.v.; Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge, |A) zur Vorbeugung bzw.

Verminderung von Erbrechen verabreicht.

Die Studie erzielte folgende Ergebnisse:
= 12 der 14 Hunde standen zur Ermittlung der Tumorantwort zur Verfligung.
14 Hunde wurden evaluiert.
= 6 von 12 Hunden (50 %) zeigten nach der Behandlung eine partielle
Remission des Tumors.
= 2von 12 Hunden (17 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf.

= 4 von 12 Hunden (33 %) zeiten ein progressives Tumorwachstum.
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= Die mediane Uberlebenszeit der 14 Hunde betrug ca. 11 Monate, wobei
1 der 14 Hunde (7 %) nach 32 Monaten und 7 der 14 Hunde (50 %) nach
12 Monaten noch lebten.

= Anhand von 12 Hunden wurde der ,apoptotische Index“ vor und nach der
Behandlung mit Piroxicam/Cisplatin bestimmt. Bei 11 von 12 Hunden
(92 %) konnte eine Verdopplung des Ausgangswertes, bei 3 von
12 Hunden (25 %) sogar eine Verzehnfachung dieses Indexes
beobachtet werden. Man stellte allerdings fest, dass keine Assoziation
zwischen diesen Veranderungen und der Reduktion der TumorgrofRRe
nachgewiesen werden konnte.

= Auch anhand des ,proliferativen Indexes®, der ,basic-fibroblastic-growth-
factor (bFGF)-Konzentration® im Urin, der ,vascular-endothelial-growth-
factor (VEGF)-Konzentration® im Urin und der Microvaskularisations-
dichte (MVD, ,microvessel density) konnte keine Korrelation zur
Reduktion der Tumorgrofie hergestellt werden.

= Es wurde auch in dieser Studie kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen den Veranderungen der PGE,-Konzentration

und der Tumorantwort nach einer Piroxicam/Cisplatin-Therapie errechnet.

Diese Studie resultierte in der Meinung, dass die Kombination
Piroxicam/Cisplatin eine Remission des caninen TCC induziere, aber ihr
Einsatz durch eine sich rasch zeigende und dosis-limitierende renale Toxizitat
eingeschrankt werde. In manchen Fallen wurde die Induktion einer Apoptose,
eine Proliferationshemmung und die Reduktion des angiogenetischen Faktors
(im Urin) dokumentiert (94).

Zur Eruierung der spezifischen zellularen und molekularen Prozesse und zur

Vermeidung einer renalen Toxizitat sind noch weitere Studien nétig.

Bereits in einer friheren prospektiven randomisierten Studie konnte anhand von
16 Hunden mit histologisch nachgewiesenem TCC ein signifikanter Unterschied
zwischen diesen beiden Protokollen errechnet werden (Fisher’'s Exact test,
p<0,004) (63).
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Es wurden 2 Gruppen gebildet:

1.
2.

Gruppe (8 Hunde): Verabreichung von Cisplatin

Gruppe (8 Hunde): Verabreichung von Piroxicam in Kombination mit
Cisplatin (Piroxicam: 0,3 mg/kg p.o. 1x tagl. Uber 4 Wochen;

Cisplatin: 60 mg/m?i.v. jede 3. Woche)

Ergebnisse:

1.

Gruppe

Bei keinem der Tiere (0 %) konnte eine komplette (CR) oder partielle
Remission (PR) des Tumors dokumentiert werden.

4 der 8 Hunde (50 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf (SD).

4 der 8 Hunde (50 %) zeigten ein progressives Tumorwachstum (PD).

Gruppe
2 von 8 Tieren (25 %) wiesen eine CR auf.
4 von 8 Tieren (50 %) wiesen eine PR auf.

2 von 8 Tieren (25 %) wiesen eine SD auf.

Behandlung mit Piroxicam und Mitoxantron:

In einer anderen prospektiven nicht-randomisierten multizentrischen Studie

wurde die Wirksamkeit von Piroxicam in Kombination mit dem Chemothera-

peutikum Mitoxantron am caninen TCC untersucht. Dabei wurde den Tieren

Mitoxantron (5 mg/m? i.v.) jede 3. Woche (insgesamt 4x) und Piroxicam

(0,3 mg/kg p.o.) taglich wahrend des gesamten Therapieintervalls verabreicht.

Keines der Tiere war chemotherapeutisch vorbehandelt.

Die Daten der 48 Hunde ergaben folgende Ergebnisse:

1 von 48 Hunden (2 %) zeigte eine komplette Remission des Tumors.
16 von 48 Hunden (33 %) zeigten eine partielle Remission des Tumors.
22 von 48 Hunden (46 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf.

9 von 48 Hunden (19 %) zeigten ein progressives Tumorwachstum.
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= 36 von 48 Hunden (75 %) ging es nach der Therapie klinisch besser.

= 12 von 48 Hunden (25 %) zeigten nach der Therapie keine Verbesserung
des klinischen Allgemeinbefindens.

= Zum Zeitpunkt des Todes konnte bei 18 von 48 Hunden (38 %) keine
Metastasen diagnostiziert werden.

= Zum Zeitpunkt des Todes konnte bei 15 von 48 Hunden (31 %)
Metastasen in der Lunge, Lymphknoten, Milz oder Knochen
diagnostiziert werden.

= 15 von 48 Hunden (31 %) wurden nicht auf Metastasen untersucht.

= Die mediane Uberlebenszeit der Hunde, welche mit dieser Kombination
(Piroxicam/Mitoxantron) therapiert worden waren, betrug 9,7 Monate. Im
Vergleich dazu konnte bei Hunden, welche ausschlieldlich einer
Piroxicam-Therapie unterzogen worden waren, eine mediane
Uberlebenszeit von 6 Monaten erreicht werden (66).

» Nebenwirkungen traten hauptsachlich in Form von Diarrhd und einer

Azotamie auf.

Die Evaluierung dieser Studie ergab, dass durch Anwendung der Kombination
dieser Praparate eine friihere Remission der Tumoren (p=0,002) erzielt werden
konnte, als dies mit der Einzelanwendung der Medikamente bislang moglich
war (40). Auch in Kombination mit einer Radiotherapie konnten keine besseren
Ergebnisse erzielt werden (115). Dennoch konnte anhand dieser Studie kein
Beweis fur die Wirksamkeit der Therapie erbracht werden, da keine

Kontrollgruppe angefiuhrt wurde und die Studie keiner Randomisierung unterlag.

Canines Sticker-Sarkom:

Behandlung mit BCG:

Bereits in den 70er Jahren wurde die Wirksamkeit einer intralasionalen
BCG-Immuntherapie am implantieren caninen Sticker-Sarkom (,transmissible

venereal tumor®, TVT) des Hundes (12 Tiere) getestet.
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Davon wurde 6 Hunden in die rechte Lasion BCG (2 - 8x10® lebensfihige
Einheiten, gel6st in 2 ml steriler 0,9 %ige NaCl-Lésung) und in die linke Lasion
ein Placebo (0,9 %ige NaCl-Losung) verabreicht. Die restlichen 6 Hunde
erhielten nur das Placebo.

Sowohl mit BCG behandelte Tumoren, als auch am selben Tier befindliche
unbehandelte Tumoren traten innerhalb von ca. 2 Monaten in Regression.
Daher wurde auch eine systemische Wirkung vermutet.

Demgegenluber wurde bei den Hunden der Kontrollgruppe ein bis zu
3,3 Monate anhaltendes Tumorwachstum beobachtet (p<0,05) (41).

Allerdings wird sowohl bei natlrlich vorkommenden als auch bei experimentell
implantierten caninen TVT-Zellen von einer spontanen Regression dieser
Tumoren berichtet. Daher wurde die Immunitatslage des individuellen Patienten
als ausschlaggebend gewertet, da canine TVT-Zellen eine Immunantwort auf
humoraler und auf =zellularer Ebene hervorrufen (107, 27). In dieser
Anwendungsbeobachtung wurde jedoch die Tumorremission als prompt
empfunden, so dass man davon ausging, dass die Tumoren infolge der

BCG-Therapie in Remission kamen.

Behandlung mit Piroxicam:

Anfang der 90er Jahre erzielte man unter Verwendung von Piroxicam eine

partielle Remission bei einem Hund mit Sicker-Sarkom (64).

Canines malignes Lymphom:

Obgleich es sich beim caninen malignen Lymphom nicht um einen soliden
Tumor handelt, wird er wegen seines haufigen Auftretens in der tierarztlichen

Praxis angesprochen.
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Behandlung mit Piroxicam und Doxorubicin:

In einer prospektiven nicht-randomisierten Studie untersuchte man an Hunden
mit malignem multizentrischem Lymphom die Wirksamkeit von Piroxicam in
Kombination mit Doxorubicin (33 Tiere) im Vergleich zur alleinigen Gabe von

Doxorubicin (42 Tiere). Keines der Tiere war chemotherapeutisch vorbehandelt.

Zusammensetzung der Gruppen:

1. Gruppe (Doxorubicin/Piroxicam):

= 7 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-llla.

1 Hund hatte ein malignes Lymphom Stadium-Ilib.

= 9 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-IVa.
= 2 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-IVb.
= 5 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-Va.

= 9 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-Vb.

2. Gruppe (Doxorubicin):

* 11 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-llla.

1 Hund hatte ein malignes Lymphom Stadium-Ilib.

1 Hund hatte ein malignes Lymphom Stadium-IVa.

6 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-IVb.

13 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-Va.

10 Hunde hatten ein malignes Lymphom Stadium-Vb.

Das Piroxicam wurde in einer Dosis von 0,3 mg/kg p.o.1xtaglich und
Doxorubicin in einer Dosis von 30 mg/m? streng intravends dreimal im Abstand
von 3 Wochen verabreicht. Die Piroxicam-Therapie wurde 7 - 10 Tage nach der

ersten Chemotherapie begonnen.

Ergebnisse:
1. Gruppe:
= 26 von 33 Hunden (79 %) zeigten eine partielle oder komplette

Remission des Tumors (mediane Remissionsdauer: 4,3 Monate).
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2. Gruppe:
= 31 von 42 Hunden (74 %) zeigten eine partielle oder komplette
Remission des Tumors (mediane Remissionsdauer: 4,9 Monate).

* |m Vergleich stellte man keinen signifikanten Wirkungsunterschied fest.

Ein Teil der Hunde (v. a. in der Kontrollgruppe) hatte im Vorfeld Prednisolon
uber mindestens 4 Tage verabreicht bekommen, was sich jedoch weder
signifikant auf die Remissionsrate (p=0,4), auf die Remissionsdauer (p=0,7)
noch auf die Gesamtuberlebenszeit (p=0,7) auswirkte.

Nebenwirkungen wurden in Form einer gastrointestinalen Toxikose (Anorexie,
Vomitus, Diarrh6, Melana) dokumentiert. Eine schwere Toxikose zeigten in der
Piroxicam/Doxorubicin-Gruppe 7 von 33 Hunden (22 %) und in der
Doxorubicin-Gruppe 6 von 42 Hunden (17 %).

Beide Therapieformen, so war man der Meinung, wirden sich fur die
Behandlung des caninen malignen Lymphoms eignen. Der Erfolg einer
Therapie mit Doxorubicin konne jedoch durch die zusatzliche Gabe von

Piroxicam nicht gesteigert werden (99).

Behandlung mit Levamisol:

Hunde (insgesamt 98 Tiere) mit malignem Lymphom wurden auch mit
Levamisol oder einem Placebo in Kombination mit einer Polychemotherapie
(Vincristin, L-Asparaginase, Cyclophosphamid, Methotrexate) behandelt. Auch
hier konnte kein Wirkungsunterschied festgestellt werden. Dennoch wurde
beobachtet, dass Hundinnen eine gesteigertes Remissionsintervall (p=0,004)

und eine verlangerte Uberlebenszeit (p<0,001) aufzeigten (75).

Behandlung mit einer bakteriellen Mischvakzine:

Unter Verwendung einer bakteriellen Mischvakzine (Serratia marcescens und

Streptococcus pyogenes) konnte ein verlangertes Zeitintervall bis zur
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Entwicklung eines Rezidivs bewirkt werden. Die Uberlebenszeit konnte auf

diesem Wege nicht verlangert werden (unveréffentlichen Daten) (73).

8.2.2 Immuntherapie bei soliden Tumoren der Katze

Tab. 22: die Anwendung von Paramunitatsinducer bei soliden Tumoren

der Katze
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
Fibrosarkom Acemannan; 56
Mamma-Adenokarzinom | L-MTP-PE (Stadium-Il vs. Stadium-Ill); 32

Levamisol, BCG, C. parvum, bakterielle

Mischvakzine 76, 93, 128, 32
Legende:

L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin;
BCG = Bazillus Calmette-Guérin, C. parvum = Corynebacterium parvum

Felines Fibrosarkom:

Beim Fibrosarkom der Katze konnten mittels chirurgischer und
radiotherapeutischer Behandlung nur unbefriedigende Erfolge erzielt werden
(101, 90).

Behandlung mit Acemannan:

In folgender prospektiven nicht-randomisierten Studie wurde die Wirkung von
Acemannan als adjuvante Therapie zu Chirurgie und Radiotherapie getestet.
Entsprechend der Therapie beim Fibrosarkom des Hundes (siehe 8.2.1),
erhielten 5 Katzen mit histopathologisch nachgewiesenem Fibrosarkom

Acemannan-Injektionen in einer Dosierung von 1 mg/kg KG intraperitoneal (zu
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Beginn 1x wodchentlich Uber einen Zeitraum von 6 Wochen, dann einmal im
Monat Uber einen Zeitraum von einem Jahr). Auch diesen Tieren wurde
ca. 6 Wochen vor chirurgischer Entfernung des Tumors, 1x wo6chentlich
2 mg/kg KG Acemannan intratumoral (in jeden erreichbaren Tumor) verabreicht.
Drei von 5 Katzen (60 %) blieben nach Ablauf eines Jahres rezidivfrei. Eine
Katze starb an den Folgen der Operation, wies aber zum Zeitpunkt des
chirurgischen Eingriffes eine nur noch sehr kleine Umfangsvermehrung auf.
Eine weitere Katze verstarb an den Folgen des Tumors. In dieser Studie konnte

eine mediane Uberlebenszeit von ca. 12 Monaten erreicht werden (56).

Felines Mamma-Adenokarzinom (MAK):

Das feline Mamma-Adenokarzinom (MAK), ebenfalls ein Aquivalent des
Brustkrebses des Menschen, ist ein Tumor, an dem schon einige

Therapiestudien vorgenommen worden sind (128).

Behandlung mit BCG, C. parvum, Levamisol oder einer bakteriellen

Mischvakzine:

Weder mit BCG, C. parvum, Levamisol noch mit einer bakteriellen
Mischvakzine konnten signifikante Ergebnisse, bezlglich einer verlangerten
Uberlebensdauer oder einer tumorfreien Zeit, erzielt werden (128).

In einer Levamisol-Studie stellten sich die prognostischen Faktoren Grofde und
Rasse als signifikant dar. Katzen mit kleinen Tumoren wiesen eine deutlich
gesteigerte Uberlebenszeit (p=0,00006) und geringere Rezidivrate (p=0,00004)
auf. Domestizierte Kurzhaarkatzen zeigten eine signifikant langere

Uberlebenszeit (p=0,038) als Katzen anderer Rassen (76).
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Behandlung mit L-MTP-PE:

Auch anhand von L-MTP-PE konnte in einer prospektiven, randomisierten,
kontrollierten Doppelblind-Studie anhand von 40 Katzen keine signifikante
Steigerung der Uberlebenszeit und tumorfreien Zeit erzielt werden. Als
ausschlaggebend erwies sich allerdings bei der Gabe von L-MTP-PE
(2,0 mg/kg KG i.v., wochentlich Uber einen Zeitraum von 8 Wochen in
Kombination mit einer radikalen Mastektomie) das Tumorstadium zum Zeitpunkt
der Operation. Katzen mit Mamma-Adenokarzinom Stadium-II
(TumorgréRe: 1 - 3 cm?, ohne Lymphknotenbeteiligung) zeigten statistisch eine
signifikant langere Uberlebenszeit (p<0,005) und tumorfreie Intervalle (p<0,02)
als Katzen mit  MAK Stadium-Il| (Tumorgrofe: >3 cm?, ohne

Lymphknotenbeteiligung, alle TumorgréRen mit Lymphknotenbeteiligung) (32).
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8.2.3 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Pferdes

Tab. 23: die Anwendung von Paramunitatsinducer an soliden Tumoren

des Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
equines Sarkoid BCG; 58, 147
PIND-ORF 139
mukokutanes Plattenepithelkarzinom BCG; 86
(inkl. Metastasen) Piroxicam 97
Myxom Levamisol 44
malignes Melanom Cimetidin 35
Legende:

BCG = Bazillus Calmette-Guérin ; PIND-ORF = Wirkstoff: inaktiviertes Parapox ovis-Virus

Equines Sarkoid:

Das equine Sarkoid neigt kaum zur Metastasierung, zeigt allerdings lokal eine
sehr hohe Rezidivierungsrate mit aggressivem Tumorwachstumsverhalten (58).
Obgleich mittels konventioneller chirurgischer Exzision nur eine Reduktion der
Rezidivrate um 50 % erzielt werden konnte (117), gelang es mit Hilfe der
Kryochirurgie und der Verwendung eines CO,-Lasers Therapieerfolge zu
erzielen (58, 68). Auch wenn die Verwendung eines CO,-Lasers eine sehr
prazise Tumorbehandlung erlaubt und im umliegenden Gewebe nur sehr
geringe Gewebeschaden hervorruft (84), besteht eine Anwendungsein-
schrankung haufig in der Lokalisation (z. B. Auge) des Tumors. Bei einer
Behandlung des okularen equinen Sarkoids besteht die Gefahr, Augenlid-
funktionen zu schadigen. Bei dieser Lokalisation des Tumors hat sich die
Gamma-Radiotherapie bewahrt (85, 67).
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Dennoch ist das Bestreben sehr grol3, ein immuntherapeutisches Verfahren
gegen diesen immunogenen Tumortyp zu entwickeln, durch das eine Rezidiv-
entwicklung anhand einer adaquaten Immunantwort verhindert werden soll (118,
96).

Behandlung mit BCG:

In den letzten 20 Jahren wurde die Wirkung von BCG (als Lebendvakzine, als
inaktivierte Vakzine und als Zellwand-Vakzine) an Tumoren von Mensch und
Tier erforscht (36, 3, 58). Man nimmt an, dass Sarkoid-Zellen Antigene besitzen,
welche sie von normalen Zellen unterscheiden (149). Untersuchungen zeigten,
dass sich eine zell-vermittelte Immunitat direkt gegen Sarkoid-Zellen (bei
erkrankten Pferden) richtet (149, 147).

Equine Sarkoide (aufder jenen, welche an Extremitaten lokalisiert sind) eignen
sich sehr gut fur eine Behandlung mit BCG. Die praktische Anwendung der
BCG-Therapie scheint sich weitaus einfacher zu gestalten als
kryotherapeutische Interventionen. In der heutigen Zeit werden vornehmlich
Emulsionen von Zellwandfraktionen verwendet, welche eine hohe Immuno-
genitdt aufweisen. Diese wurden derart modifiziert, dass toxische und
allergische Effekte reduziert, ihre antitumorale Wirkung aber beibehalten wurde
(158, 23). Als Therapiemodus werden 3 - 9 Injektionen, jeweils im Abstand von
2 - 4 Wochen empfohlen (23, 26, 68).

In folgender prospektiven randomisierten Studie wurde anhand von 41 Tieren
(40 Pferde und 1 Esel) unterschiedlicher Rassen (Alter: 1-12 Jahre) mit
histologisch nachgewiesenem equinen Sarkoid die Wirksamkeit einer
BCG-Lebendvakzine und einer BCG-Zellwand-Vakzine untersucht (58).

Die 41 Tiere wurden in vier Gruppen aufgeteilt:
1. Gruppe (10 Pferde, insgesamt 29 Tumoren): Intratumorale Verab-
reichung einer BCG-Lebendvakzine;
2. Gruppe (10 Pferde, insgesamt 16 Tumoren): Intratumorale Verab-
reichung einer BCG-Zellwand-Vakzine;
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3. Gruppe (10 Pferde, 26 Tumoren): Durchfihrung einer Kryotherapie;

4. Gruppe (11 Tiere): Diejenigen Tiere, welche in oben genannte Gruppen
aufgrund von Ausschlusskriterien (Gesamttumoroberfliche >100 cm?)
nicht aufgenommen wurden, bildeten eine separate Gruppe. Sechs
dieser 11 Tiere wurden mit der BCG-Zellwand-Vakzine, 1 Tier mit der
BCG-Lebendvakzine und 4 Tiere mit einer Kombination aus einer
BCG-Zellwand-Vakzine und chirurgischer Therapie behandelt.

Ergebnisse:

1. Gruppe (durchschnittliche Anzahl der durchgeflihrten Injektionen: 3,6):

= 6 von 10 Pferden (60 %) zeigten eine komplette Remission (CR).
Bei 2 Tieren stellte sich die CR bereits nach einer einmaligen intra-
tumoralen BCG-Lebendvakzinierung ein.

= 24 von 29 Tumoren (83 %) kamen in eine CR.

= 1 von 10 Pferden (10 %) zeigte eine partielle Remission (PR) von 90 %.

= 3 von 10 Pferden (30 %) sprachen auf die Therapie nicht an.

» Die mediane tumorfreie Zeit betrug 18 Monate.

2. Gruppe (durchschnittliche Anzahl der durchgefuhrten Injektionen: 3,4):

= 7 von 10 Pferden (70 %) zeigten eine CR.

= 11 von 16 Tumoren (69 %) kamen in eine CR.

= 2 von 10 Pferden (20 %) zeigten eine PR von >50 %.

»= 4 von 16 Tumoren (25 %) kamen in eine PR.

= 1 von 10 Pferden (10 %) sprach auf die Therapie nicht an.

» Die mediane tumorfreie Zeit betrug 19,5 Monate.

3. Gruppe (Kryotherapie):

Alle 26 Tumoren der 10 Pferde (100 %) zeigten nach der Behandlung
eine CR.

Die CR wurde im Medianen nach 3,3 Monaten erreicht.

Bei 5 von 10 Pferden (50 %) wurde eine operative Tumorzellreduktion

vorgenommen.
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4. Gruppe:
= 8 von 11 Tiere (72 %) zeigten eine CR (2 Tiere waren im Vorfeld
chirurgisch behandelt worden).

» Die mediane tumorfreie Zeit betrug bei diesen 8 Tieren 7 Monate.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Tieren mit einem Tumor und
Tieren mit mehreren Tumoren hinsichtlich der Prognose festgestellt werden.
Allerdings zeigte sich die Gesamtoberflache des Tumors hinsichtlich einer
Therapieantwort als ausschlaggebend, da nur bei 50 % der Tumoren, die
groRer als 50 cm? waren, ein Therapieerfolg verzeichnet werden konnte.

Auch bei den Pferden der 4. Gruppe, die eine komplette Tumorremission
zeigten, schien die GesamttumorgroRe (<100 cm?) und die Lokalisation
(Zuganglichkeit) von grol3er Bedeutung zu sein.

Bei keinem der 41 Tiere konnte eine Zunahme des Tumorvolumens

dokumentiert werden.

Nebenwirkungen:

= Es traten lokal Schwellungen und Ulzerationen auf, welche v. a. nach der
2. Injektion zu beobachten waren und nach 4 - 7 Tagen wieder abheilten.

= Bei 6 von 31 Tieren (19 %) (Therapie mit der BCG-Lebendvakzine oder
BCG-Zellwand-Vakzine) zeigten sich starkere Reaktionen, welche nicht
auf die Flache des behandelten Tumors begrenzt waren. Bei 5 dieser
6 Tiere mit starkeren Reaktionen (83 %) war der Tumor an einer
Extremitat lokalisiert. Bedingt durch die Schwellung (plus Ulzeration)
wurde bei diesen Tieren auch eine Lymphangitis diagnostiziert, welche
Uber 1 Woche bestehen blieb (bei 1 Tier sogar Uber einen Zeitraum von
10 Monaten).

= Bei 2 Tieren wurde eine Schmerztherapie (Phenylbutazon) durchgefihrt.

= Im Allgemeinen konnte in den ersten Tagen p.i. eine Pyrexie
dokumentiert werden.

= Darlber hinaus konnte generell eine geringe Anhebung der Korper-

temperatur (durchschnittlich 0,5 °C nach der 1. Injektion; durchschnittlich
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1,0 °C nach der 2. Injektion), welche mit Anorexie einherging, festgestellt
werden.
In der Literatur wird auch vom Auftreten eines anaphylaktischen Schocks nach
einer BCG-Injektion berichtet (151).
= Auf hamatologischer Ebene konnte bei einigen Tieren nur ein geringer
Anstieg der Gesamtleukozytenzahl beobachtet werden.
= Immunologische Untersuchungen ergaben bei allen BCG-behandelten
Tieren einen BCG-Antikdrper-Titeranstieg, anfangs in der HoOhe
(Durchschnittswert) von 1:32, nach 2 Wochen in der Hohe von 1:64,
nach 3 Monaten in der Hohe von 1:128. Dies hatte allerdings keine
Auswirkungen auf die Prognose.
= Bei allen Tieren konnte eine starke ,delayed-type-hypersensi-

tivity“ registriert werden.

Ende der 80er Jahre wurden in einer ahnlichen Studie 61 Pferde mit einem
inaktivierten BCG-Vakzin behandelt. Dabei zeigten 36 von 61 Pferden (59 %)
eine CR, und 11 von 61 Pferden (18 %) eine PR des Tumors. Die meisten
Pferde erhielten nur einmal eine intratumorale BCG-Injektion. Die Tumoren, die
nicht auf die Therapie ansprachen, waren entweder sehr gro} oder das
betroffene Pferd wies mehrere equine Sarkoide auf (147).

BCG scheint eine gute Therapiemoglichkeit zur Behandlung des equinen
Sarkoids zu liefern. Leider werden keine rezidivfreien Zeiten genannt, so dass

die Effektivitat dieser Therapie nur eingeschrankt beurteilt werden kann.

Behandlung mit Baypamun P:

In einer Doppelblindstudie wurde die Wirkung von Baypamun P an Pferden mit
equinem Sarkoid untersucht. Insgesamt 20 Pferde unterschiedlicher Rassen
und histologisch nachgewiesenem equinen Sarkoid wurden einer Behandlung
mit Baypamun P oder einem Placebo unterzogen, wobei die Injektion ins
Tumorbett appliziert wurde. Ein Pferd wurde mittels einer systemisch-
intramuskular erfolgenden Injektion therapiert, da dessen Tumor am
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Fesselgelenk lokalisiert war und sich das Pferd einer Lokalbehandlung

widersetzte. Pro Pferd wurde nur jeweils ein Tumor zehnmal behandelt.

Die ersten 7 Injektionen wurden in der vom Hersteller empfohlenen Dosis im

Abstand von 2 Tagen verabreicht. Die letzten 3 Dosen (nach Empfehlung des

Herstellers) wurden im Abstand von einer Woche appliziert. Nach Ende der

Therapie wurden die Tiere in einem 6-monatigen Intervall untersucht.

Ergebnisse:

Bei 5 von 20 Pferden (25 %) (2 Pferde: Baypamun P; 3 Pferde: Placebo)
wurde eine komplette Remission (CR) des Tumors dokumentiert. Die
Tumoren dieser 3-jahrigen Pferde wurden vor weniger als 6 Monaten
zum ersten Mal entdeckt.

Bei 4 von 20 Pferden (20 %) wurde eine partielle Remission (PR) des
Tumors nach Baypamun P-Behandlung dokumentiert.

Bei 3 von 20 Pferden (15 %), die ein Placebo erhalten hatten, wurde eine
PR des Tumors vermerkt.

Bei 8 von 20 Pferden (40 %), deren Tumoren eine PR oder CR
aufwiesen, stellte man auch eine Regression aller anderen, an den
Pferden befindlichen Sarkoide fest (eine spontane Regression dieser
Tumoren konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden).

Acht der 20 Pferde (40 %) sprachen weder auf das Verum noch auf das
Placebo an.

Es konnte kein signifikanter Wirkungsunterschied zwischen Verum und
Placebo errechnet werden (p=0,67).

Interessant war, dass die Tumoren, welche vor weniger als 3 Monaten
das erste Mal in Erscheinung traten, haufiger eine Remission aufwiesen
(p<0,05) als altere Tumoren.

Als Nebenwirkung der Baypamun P-Behandlung konnte nur eine
transient auftretende Schwellung im Bereich der Injektionsstelle
beobachtet werden (139).
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Equines Plattenepithelkarzinom (PEK):

Das Plattenepithelkarzinom (PEK) kommt beim Pferd relativ haufig vor und ist
meist am Kopf, am Auge, an den Adnexen oder an den Genitalien lokalisiert.
Die kutane Form des PEK wird vornehmlich an unpigmentierten Hautarealen
vorgefunden (97). Dies resultierte in der Annahme, dass eine Exposition in
ultraviolette Strahlung die Entstehung des Tumors begunstigt (24).

Das Tumorbild der kutanen Form ist gepragt von proliferativen oder erosiven
Vorgangen. Histologisch ist es von einer lokal vorherrschenden Immunantwort
gekennzeichnet, welche mit einer Infiltration von Entziindungszellen einhergeht
(2, 138, 111).

Behandlung mit BCG:

Auch das periokulare Plattenepithelkarzinom des Pferdes bietet sich fur eine
Immuntherapie mit BCG an. Obgleich die BCG-Immuntherapie zur Behandlung
des Plattenepithelkarzinoms entwickelt worden ist, liegen beim Pferd keine
Studien vor.

Anfang der 90er Jahre wurde ein Pony mit periokularem Plattenepithelkarzinom
und vorhergehender Kryochirurgie behandelt.

In diesem Fall wurde vom Besitzer ein zu hohes Mall an Geduld abverlangt,
welcher nach einigen Injektionen und der sich als langwierig gestaltenden
Rekonvaleszenz um Euthanasie des Tieres bat (dieses Pony wies auch

Metastasen im regionalen Lymphknoten auf) (86).

Behandlung mit Piroxicam:

Bei einem Pferd mit PEK an der Unterlippe, wurde die Wirkung von Piroxicam
(80 mg p.o.) nach fehlgeschlagener chirurgischer und chemotherapeutischer
(Cisplatin) Behandlung erprobt. Daraufhin zeigten sich eine Abnahme der
Schwellung der Lippe, eine deutlich verringerter Schmerzempfindlichkeit und

eine GroRenreduktion des regionalen Lymphknotens um ca. 50 %.
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Dabei traten als Nebenwirkungen Koliken auf, die auf Piroxicam zurtckgefuhrt
wurden. Die Dosis wurde deshalb situationsabhangig reduziert. Die Behandlung
dauerte von 1998 bis 2003 (80 mg Piroxicam p.o., verabreicht an jedem 2. oder
3. Tag). Wahrend dieser Zeit war das Pferd gesund und zeigte keine Anzeichen
eines Rezidivs (97). Der weitere Verlauf ist nicht bekannt.

Eine Aussage uber die Effektivitat einer Piroxicam-Behandlung beim PEK des

Pferdes ist anhand des einzelnen Fallberichts nicht mdglich.

Equines Myxom:

Behandlung mit Levamisol:

Mitte der 70er Jahre studiete man an 2 Pferden mit histologisch
nachgewiesenem Myxom in der Maxillasinushohle, die Wirkung von Levamisol
in Kombination mit einer Kryotherapie (Nitrogen-Spray; Verabreichungs-
form: 4x im Abstand von 2 Tagen, 5 mg/kg).

Der Therapieverauf war bei einem der beiden Pferde vom Auftreten bakterieller
Sekundarinfektionen (Pasteurella haemolytica und Pseudomonas sp.) begleitet,
die an Tag 170 nach der ersten Kryotherapie wahrend einer Rhinolaryngo-
skopie festgestellt wurden. Diese Umstande erforderten eine zusatzliche
antibiotische Versorgung.

Dennoch sprachen beide Pferde auf die Therapie an und waren nach 7 bzw.

8 Monaten wieder belastungsfahig und nutzbar (44).

Equines malignes Melanom:

Behandlung mit Cimetidin:

Drei Pferde mit histologisch nachgewiesenem Melanom wurden mit Cimetidin in
einer Dosierung von 2,5 mg/kg (alle 8 Stunden p.o. verabreicht, Uber einen

Zeitraum von mindestens 2 Monaten) behandelt (35).
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Historie:

Das 1. Pferd wies 8 kleine Tumoren an der Unterseite der Schweifribe
auf. Die Tumoren hatten einen Durchmesser von 2 mm. Ein Tumor
wurde wurde chirurgisch entfernt. Nach 18 Monaten hatte das Pferd
10 Tumoren an der ventralen Schwanzwurzel, am Praputium, am Penis
und am ventralen Abdomen. Die Tumoren hatten einen Durchmesser
von 0,5 - 2,0 cm. Das Pferd wurde keiner Behandlung unterzogen. Nach
4 Jahren hatten sich die Tumoren kaum verandert. Jetzt wies das Pferd
jedoch eine schmerzhafte, haarlose Stelle (Durchmesser: 2 cm) am
Rucken auf. Nun wurde das Pferd mit Cimetidin behandelt.

Das 2. Pferd wies zu Beginn der Behandlung 6 schwarze schnell
wachsende Umfangsvermehrungen an der Unterseite der Schweifribe
auf. Diese Tumoren hatten einen Durchmesser von 0,4 - 2,0 cm. Des
Weiteren wies das Pferd am Hals hunderte, diffus verteilte, kleine
Tumoren auf, die einen Durchmesser von ca. 1 mm aufwiesen.

Das 3. Pferd war bereits an 4 von 12 Tumoren (Lokalisation: linke
Hinterhand) einer chirurgischen Exstirpation und einer kryothera-
peutischen Behandlung unterzogen worden. Nach 1 Jahr wurden an der
gleichen Lokalisation nun 32 Tumoren festgestellt. Des Weiteren hatte
das Pferd nun 6 Tumoren am linken oberen Augenlid und einen Tumor
auf dem Rucken. Daraufhin wurden alle Tumoren kryotherapeutisch
behandelt. Nach weiteren 6 Monaten traten die Tumoren in der gleichen
Anzahl und Lokalisation wieder auf. Nun wurde das Pferd mit Cimetidin
behandelt.

Ergebnisse:

1. Pferd: 3 von 8 Tumoren (38 %) an der Schwanzwurzel waren nach
4 Wochen verschwunden. Die restlichen 5 Tumoren waren auf % der
ursprunglichen Tumorgrof3e geschrumpft. Die ehemals haarlose Stelle
am Rulcken wies ein erneutes Haarwachstum auf und hatte sich auf
% der ursprunglichen Flache verkleinert. Nach weiteren 2 Monaten war
die Stelle am Rucken restlos abgeheilt. Die Anzahl der Tumoren an der
Schwanzwurzel war verringert und die GrolRe auf die Halfte der
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ursprunglichen TumorgrofRe reduziert. Die restlichen Tumoren zeigten
sich unverandert.

= 2. Pferd: Nach 8 Wochen waren die Tumoren am Hals nicht mehr
erkennbar. Die 6 Tumoren an der Unterseite der Schweifribe waren um
19 % der ursprunglichen Tumormasse verkleinert. Nach 4 Monaten
hatten sich diese Tumoren auf "2 der ursprunglichen Tumormasse
verkleinert. Nach der Therapie wies das Pferd Uber einen Zeitraum von
2,6 Jahren keine neuen Tumoren auf und die behandelten Tumoren
veranderten sich nicht.

= 3. Pferd: Wahrend er ersten beiden Behandlungswochen begannen die
Tumoren langsam an Grolde zu verlieren. In weiteren 2 Monaten gingen
die Tumoren weiterhin zurtck. Nach einem weiteren Monat wurde die
Dosis auf 2x taglich und nach wieder 2 Monaten auf 1x taglich reduziert,
da sich das Allgemeinbefinden wahrend der Behandlung als reduziert
zeigte. Diese Dosierung wurde 7 Monate lang beibehalten. Dann wurde
auf Ranitidin (0,6 mg/kg, 1x taglich p.o.) umgestellt. In den nachsten
5 Monaten nahmen die Tumoren wieder an GroRe zu. Demnach wurde
wieder Cimetidin (1,6 mg/kg, 1x taglich p.o.) verabreicht und die

Tumoren wurden wieder kleiner.
Eine Aussage uber die Effektivitat einer Cimetidin-Behandlung beim malignen

Melanom des Pferdes ist anhand von drei einzelnen Fallberichten jedoch nicht

maglich.
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8.24 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Rindes

Tab. 24: die Anwendung von Paramunitatsinducer an soliden Tumoren

des Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

okulares Plattenepithelkarzinom BCG (Lebendvakzine, Zellwand-Vakzine) |61, 59, 127

Vulva-Papillom/Karzinom-Komplex | BCG-Lebendvakzine 42

Legende:
BCG = Bazillus Calmette-Guérin

Bovines okuléres Plattenepithelkarzinom (BOSCC):

Das bovine okulare Plattenepithelkarzinom (BOSCC; ,bovine ocular squamous
cell carcinoma®) neigt zu lokal destruktivem Wachstum und zu einer
Metastasierung in regionale Lymphknoten und Lunge (lymphogen und
hamatogen) (126, 59).

Behandlung mit BCG:

In einer prospektiven randomisierten Studie wurden 30 Rinder unterschiedlicher
Rassen und Alters mit histologisch nachgewiesenem BOSCC mit einer
wiederholt intratumoral applizierten BCG-Lebendvakzine (5x10” Partikel/ml)
oder BCG-Zellwand-Vakzine (3 mg BCG-Zellwand/ml) behandelt (127). Die
viermalige intratumorale Injektion erfolgte an Tag 0, 14, 35 und 56. Je nach
TumorgrofRe wurde eine Menge von 2 - 4 ml injiziert.

Nach der Behandlung konnte nur eine leichte Schwellung des Tumors registriert

werden. Kérpertemperatur, Appetit und Blutparameter blieben unbeeinflusst.
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-

. Gruppe (14 Rinder): Behandlung mit einer BCG-Lebendvakzine

9 von 14 Rindern (64 %) zeigten eine komplette Remission (CR) des

Tumors.

= 1 von 9 Rindern (11 %) mit CR wies nach 17 Monaten Metastasen auf.

= 8 von 14 Rindern (57 %) wurden nach Ablauf von 2 Jahren als tumorfrei
eingestuft.

= Die Tumoren von 3 Rindern (21 %) blieben Uber einen Zeitraum von

6 Monaten gleich grof3, nahmen aber dann wieder deutlich an GroRe zu.

= 2von 14 Rindern (14 %) sprachen auf die Therapie nicht an.

2. Gruppe (16 Kontroll-Rinder): Behandlung mit einer BCG-Zellwand-
Vakzine

= 9von 16 Rindern (56 %) zeigten eine CR.

= 1 von 9 Rindern (11 %) mit CR entwickelte nach 20 Monaten einen
neuen Tumor am gleichen Auge, jedoch an einer anderen Stelle.

= 6 von 16 Rindern (37 %) galten nach Ablauf von 2 Jahren als tumorfrei.

= 4 von 16 Rindern (25 %) zeigten eine PR. Ein Rind mit PR zeigte nach
6 - 10 Monaten ein Tumorwachstum (dieses Tier wurde wieder behandelt,
zeigte aber weiterhin ein progressives Tumorwachstum; die Therapie
wurde nach einer Injektion eingestellt).

= 3 von 16 Rindern (19 %) sprachen auf die Therapie nicht an.

Im Vorfeld der Behandlung wurden alle Rinder auf eine DTH (,delayed-type-
hypersensitivity®) gegenlber gereinigten Protein-Derivaten (PPD) getestet
(Hautreaktion). Alle Tiere waren zu diesem Zeitpunkt negativ. Sechs Monate
nach der Behandlung mit BCG wurden die Rinder noch einmal getestet. Bei den
Tieren, welche ein progressives Tumorwachstum aufwiesen, dokumentierte
man eine schnellere Abnahme der PDD-Antwort im Vergleich zu den Rindern
mit CR (127).

Hinsichtlich der Effektivitat beider Praparate konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Metastasen traten bei 10 der 30 Rinder (33 %)
auf, wobei allerdings die Haufigkeit bei den Tieren, welche nicht auf die

Therapie ansprachen, signifikant héher lag (18 % zu 54 %, p<0,01).
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Aus dieser Studie resultierte die Annahme, dass eine einmalig erfolgende
Therapie (hier 4 Injektionen) zur Behandlung von BOSCC genugt. Rinder mit
gunstiger Prognose zeigten eine positive PPD-Hautreaktion. Demnach wurde
bei diesen Tieren eine lang anhaltende DTH gegenuber BCG vermutet (59,
127). Dennoch ist dies, so war man der Meinung, nicht als prognostischer
Parameter verwendbar. Diskutiert wurde allerdings, dass dieses lang
anhaltende immunologische Gedachtnis einen Indikator flr eine gesteigerte
Immunitatslage zum Zeitpunkt der BCG-Therapie darstellt, da vermutet wurde,
dass die Verfassung des Immunsystems zum Zeitpunkt der Immunisierung
ausschlaggebend fur den Erfolg einer BCG-Therapie sei. Es kdnnte sich hierbei
um eine Reaktion handeln, welche sich aus der Entwicklung eines
immunologischen Gedachtnisses gegenuber BCG, aber auch gegenuber
Tumorantigenen, ergibt. Man Uberlegte, dass dies anfangs durch die Abwehr
des Immunsystems gegentuber BCG hervorgerufen wird. AnschlieRend
veranlasst es, dass in der Nachbarschaft vorhandene Tumorzellen von nun
sezernierten toxischen Molekulen (aus zytotoxischen T-Lymphozyten,
zytotoxischen Makrophagen) abgetotet werden. Die abgetdteten Tumorzellen
werden phagozytiert. Daher folgerte man, dass dies auf einer auf T-Zellen
gerichteten  Antigenprasentation  basiert, welche im Moment der
BCG-Prasentation parallel dazu ablauft. So konnte die simultane Entwicklung
einer Immunantwort gegenuber BCG und tumor-assoziierten Antigenen
erklarbar sein (59).

Im Falle eines Rezidivs wurde eine weitere Therapie als nicht sinnvoll beurteilt,
da danach eher eine Wachstumsprogression als eine Regression des Tumors
beobachtet werden konnte.

Man war der Meinung, dass sich eine Therapie mit einer BCG-Lebendvakzine
eventuell besser fur die Behandlung des BOSCC eigne, da hier eine CR-Rate
von 57 % erzielt wurde. Unter Verwendung der BCG-Zellwand-Vakzine wurde
nur eine CR-Rate von 37 % verzeichnet. Als signifikant wurde dies jedoch nicht
angesehen (127).
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In einer anderen prospektiven Studie wurde anhand von 50 Rindern mit

histologisch nachgewiesenem BOSCC die Wirksamkeit einer BCG-Zellwand-

Vakzine (1,5 mg/ml intratumoral; ca. 0,25 ml/cm? Tumorfache) untersucht (61).

Weitere 79 Rinder dienten als Kontrolltiere.

Es wurden 5 Gruppen gebildet:

1.
2.
3.

Gruppe (50 Rinder): Behandlung mit der BCG-Zellwand-Vakzine;
Gruppe (27 Rinder): lokale chirurgische Exzision des Primarumors;
Gruppe (10 Rinder): radikale chirurgische Exzision des Primartumors und

des regionalen Lymphknotens;

4. Gruppe (22 Rinder): keine Behandlung;

5. Gruppe (20 Rinder): Behandlung mit einem Placebo (unsachgemaf

hergestellte BCG-Zellwand-Vakzine) in einer Dosierung von 1,5 mg/ml

intratumoral (ca. 0,25 ml/cm? Tumorfache BCG-Dosierung).

Die Tiere wurden wochentlich im Zeitraum von 2,5 Jahren kontrolliert.

Ergebnisse:

1.

Gruppe:

13 von 50 Rindern (26 %) zeigten auch nach einer Beobachtungszeit von
2,5 Jahren eine komplette Remission (CR) des Tumors.

Die CR wurde in einem Zeitraum von 10 - 25 Wochen erlangt.

2 von 50 Rindern (4 %) zeigten einen stabilen Krankheitsverlauf (SD).

35 von 50 Rindern (70 %) zeigten ein progressives Tumorwachstum (PD),

Metastasen oder wurden euthanasiert.

Gruppe:
14 von 27 Rindern (52 %) waren auch nach einer Beobachtungszeit von
2,5 Jahren tumorfrei.

13 von 27 Rindern (48 %) entwickelten Rezidive oder Metastasen.

. Gruppe:

10 von 10 Rindern (100 %) waren auch nach einer Beobachtungszeit von

2,5 Jahren tumorfrei (keine Rezidive und Metastasen).
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4. Gruppe:

= 3 von 22 Rindern (14 %) zeigten nach einer Beobachtungszeit von
2,5 Jahren eine SD.

= 19 von 22 Rindern (86 %) zeigten eine PD oder Metastasen und wurden

euthanasiert.

5. Gruppe:

= 1 von 20 Rindern (5 %) war auch nach einer Beobachtungszeit von
2,5 Jahren tumorfrei.

= 1 von 20 Rindern (5 %) zeigte nach einer Beobachtungszeit von
2,5 Jahren eine SD.

= 18 von 20 Rindern (90 %) zeigten eine PD oder Metastasen und wurden

euthanasiert.

In dieser Studie wurden anhand einer chirurgischen Exzision des Tumors die
besten Therapieerfolge erzielt. Nach einem Beobachtungszeitraum von
2,5 Jahren konnten jedoch im Vergleich zur 4. und 5. Gruppe anhand der
BCG-Zellwand-Vakzine deutlich héhere Remissionsraten erzielt werden. Diese
Studie unterlag jedoch keiner Randomisierung. Daher kann diesen Studien-

ergebnissen keine wissenschaftlich korrekte Beweiskraft zugesprochen werden.

Boviner Vulva-Papillom/Karzinom-Komplex (BVP-C):

Behandlung mit BCG:

Auch bei Rindern mit bovinem Vulva-Papillom/Karzinom-Komplex (BVP-C,
sbovine vulval papilloma-carcinoma®) wurde die Wirkung von BCG untersucht.
Durch UV-Licht induzierte Papillome der unpigmentierten Haut haben die
Tendenz zu Karzinomen zu transformieren (42).

In einer prospektiven Studie wurde anhand von 30 Rindern mit
unterschiedlichen Tumorstadien (plus 6 Kontrolltieren) die Wirkung einer

BCG-Lebendvakzine (5x10” Partikel/ml, Verabreichungsmenge: 2,5 ml) erprobt.
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Die Injektion erfolgte viermal entweder intratumoral oder subkutan unter das

Papillom (Tag 0, 14, 35 und 56). Den Kontrolltieren wurden 2,5 ml einer sterilen

Salzlésung ebenfalls viermal verabreicht.

Ergebnisse:

15 von 30 Rindern (50 %) zeigten nach der Therapie eine CR des
Tumors, wobei dies in erster Linie bei Rindern mit Tumoren hoheren
Grades (Stadium-I1V: 9 von 13 Tieren (69 %); Stadium-V: 6 von 6 Tieren
(100 %)) zu beobachten war.

In Frihstadien wurde hingegen nur ein geringer Effekt erzielt
(Stadium-I: 1 von 14 Rindern (7 %); Stadium-II: 2 von 14 Rindern (14 %);
Stadium-Ill: 4 von 15 Rindern (26 %)). Dies wurde durch die geringe
Antigenitdt und/oder einer abweichenden Zusammensetzung der
Entzindungszellinfiltrate der im Frihstadium vorhandenen Papillome
begrindet.

In der Kontrollgruppe konnte bei keinem der 6 Tiere (0 %) eine

Tumorregression dokumentiert werden (42).

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen dafir, dass es sich bei diesem

Verfahren um eine gute Behandlungsmoglichkeit fortgeschrittener Papillomen

und zur Pravention vor Karzinomen handelt. Eine statistische Signifikanz wurde

nicht angegeben. Eine Randomisierung wurde nicht durchgefuhrt.
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Zusammenfassung

Seit Jahrzehnten wird verschiedenen Substanzen eine immunmodulatorische
Wirksamkeit zugesprochen. Hierzu zahlt man intakte Organismen (BCG;

C. parvum; S. marescens; S. pyogenes), mikrobielle Zellwand-Fraktionen

(BCG-Zellwand), mikrobielle Substanzen (PIND-ORF), Galaktomannan
(Acemannan), synthetische Produkte (Muramyldipeptid (MDP),
Muramyltripeptid (MTP), Lipopolysaccharid (LPS)), aber auch bestimmte

pharmakologische Wirkstoffe Piroxicam/Meloxicam/Deracoxib;

Cimetidin) (54).

(Levamisol;

Folgende solide Tumoren des Hundes versuchte man anhand dieser Praparate

zu therapieren:

Tab. 25: Behandlungsansatze mit Paramunitatsinducer an soliden

Tumoren des Hundes

Tumor Therapieansatz: Referenz:
. C. panum; a1, 13

malignes orales Helanom LMTP-PE fohus GM-CSP; il

Piroxicarm/Cizplatin 10
orales Plattenepithelkarzinom | Piroxicam; Piroxicarn/Cisplatn 10, 131
Fibrosarkom Acermanhan; b

C. panwm, hakterelle Mischvakzine, el

pluz Chematherapie 93,14
Hammatumor L-MTP-PE; 141

BCE, O panwn, Levarnizol, PIMD-ORF,

Piraxicam 109, 74, B, b4
Mastzelltumor Lt 43
malignes Himangioperizytom | C. panwm 93
Hiamangiosarkom der Hilz L-MTP-PE

plus Splenektamie und Cizplating 14, 78, 146

- 239 -




Schrifttum

Unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer” - Zusammenfassung

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
Osteosarkom der GliedmaBe | L-MTP-PE [plus Armputation und Cisplating; |79, B0, 69, 13, 78
BCG 10k
Hamblaseneptihelkarzinom Piraxicarm; hd, bk
PiraxicamiCizplating b3, 94
PiraxicamMitozanton a0, 114
Sticker-Sarkom BCG; i1
Piraxicam hd
imalignes Lymphom Lewarnizal; 59
PiracicarmiDoanbicin; 4
bakterielle Mizchvakzine 73

Legende:

L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin;
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor; C. parvum =
Corynebacterium parvum; BCG = Bazillus Calmette-Guérin; () = kein solider Tumortyp

Zudem wurde die Wirksamkeit dieser Substanzen an folgenden soliden

Tumoren der Katze dem eingehend erforscht:

Tab. 26: Behandlungsansatze mit Paramunitatsinducer an soliden

Tumoren der Katze

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
Fibrosarkom Acemannan 56
Mamma-Adenokarzinom L-MTP-PE (Stadium-Il vs. Stadium-Ill); 32

Levamisol, BCG, C. parvum, bakterielle Mischvakzine | 76, 93, 128, 32

Legende:

L-MTP-PE = in Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin;

BCG = Bazillus Calmette-Guérin; C. parvum = Corynebacterium parvum;

- 240 -




Schrifttum
Unter Verwendung von ,,Paramunitatsinducer” - Zusammenfassung

Ein Therapieeffekt konnte auch beim Pferd an folgenden soliden Tumoren

beobachtet werden:

Tab. 27: Behandlungsansatze mit Paramunitatsinducer an soliden

Tumoren des Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
equines Sarkoid BCG; 58, 147
PIND-ORF 139

mukokutanes Plattenepithelkarzinom BCG; 86

(inkl. Metastasen) Piroxicam 97
Myxom Levamisol 44
malignes Melanom Cimetidin 35
Legende:

BCG = Bazillus Calmette-Guérin ; PIND-ORF = Wirkstoff: inaktiviertes Parapox ovis-Virus

Des Weiteren konnte auch bei soliden Tumoren des Rindes eine Wirksamkeit

dieser Substanzen dokumentiert werden:

Tab. 28: Behandlungsansatze mit Paramunitatsinducer an soliden

Tumoren des Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
okulares Plattenepithelkarzinom BCG (Lebendvakzine, Zellwand-Vakzine) |61, 59, 127
Vulva-Papillom/Karzinom-Komplex BCG-Lebendvakzine 42
Legende:

BCG = Bazillus Calmette-Guérin
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9. Immuntherapien unter Verwendung von Tumorzell-Vakzinen

9.1 Allgemeiner Teil

Im Rahmen einer spezifischen Immunstimulation wurden Vakzinen entwickelt,
welche patienteneigene abgetdtete Tumorzellen oder Tumorantigene
beinhalten, welche oftmals mit immunologisch wirksamen Adjuvanzien
(z. B. h\GM-CSF, IL-2 oder CpG-Motive (39, 20, 8, 27, 30)) modifiziert werden (2,
1).

Die Transduktion von Tumorzellen mit Zytokin-Genen, allogenen
MHC-Molekilen, Chemokinen oder kostimulatorischen Molekullen (z. B. CD40-
Ligand oder B7.1) hat sich hinsichtlich einer Steigerung der Immunogenitat von
Tumoren als effizient erwiesen (37, 34, 10, 11).

Auch durch Beimischen von nicht-spezifischen Adjuvanzien, wie z. B. BCG,
Freundsches Adjuvans oder C. parvum, konnte ein derartiger Effekt erzielt
werden (40, 18, 38).

Es werden zwei Arten von Tumorzell-Vakzinen unterschieden (wobei aber auch

eine Mischform aus diesen beiden Tumorzell-Vakzinearten angewendet wird

(12)):

1) autologe Tumorzell-Vakzinen:

Hierbei werden Tumorzellen im Rahmen einer chirurgischen Exzision
dem Patienten entnommen, modifiziert (oft per Bestrahlung) und dann
wieder reinjiziert (siehe 4.1.2.3) (1).

Diese Vakzinen werden speziell fur die Behandlung eines Patienten und
meist nur eines bestimmten Tumors hergestellt, da oft in einem
Individuum selbst zwischen den Tumoren genetische Unterschiede
bestehen, die z. B. durch Punktmutationen, Translokationen oder fehler-
haftes Splicing hervorgerufen wurden (4, 1). Tumorzellen neigen grund-
satzlich zur Mutation, was zur Folge haben kann, dass die Vakzine sich
als wirkungslos erweist, weil die weiterhin im Korper befindlichen Tumor-

zellen sich bereits wieder verandert haben.
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Meist besitzen ,eigene“ Tumorzellen nur eine geringe Immunogenitat.
Deshalb ist es haufig notwendig, sie mit Chemikalien zu behandeln, um
eine Oberflachenveranderung zu erreichen. Des Weiteren ist es mdglich,
durch Einschleusen von Genen, eine Expression neuer Substanzen zu
induzieren, welche korpereigene Immunzellen anlocken sollen.

Die Herstellung von individuellen Tumorzell-Vakzinen ist mit gro3em

Arbeitsaufwand und hohen Kosten verbunden (1).

allogene Tumorzell-Vakzinen:

Hierbei stammt die Tumorzell-Vakzine von einem fremden Individuum.
Viele Tumoren weisen die gleichen tumor-assoziierten Antigene
(z. B. MAGE, MART-1/Melan A, Tyrosinase, gp100, p53, Ras (4)) auf, so
dass Vakzinen, welche auf der Ubertragung eines identischen Antigens
basieren, auch bei anderen Patienten mit dem jeweils gleichen
Tumortypus anwendbar sind. Demzufolge veranderte sich auch die
Impfmethodik, da hierbei nun definierte Tumorantigene (rekombinante
Tumorproteine, Tumorpeptide, Tumor-DNA in Form rekombinanter
Impfviren, die fir Tumorantigene kodiert, und Tumor-RNA) als Immuno-
gene dienen. Es werden hauptsachlich Tumorzell-Vakzinen verwendet,
da noch nicht alle Tumorantigene identifiziert werden konnten. Auf diese
Weise wird das Immunsystem mit einer Bandbreite wichtiger
Tumorantigene konfrontiert, sogar mit solchen, die noch gar nicht naher
beschrieben wurden (14, 1).

Leider kann durch diese Vakzinen zwar eine effektive, aber meist nur
partielle Tumorregression und kein belastbares Langzeit-Gedachtnis

erzielt werden (17).

In Studien wurde eine Immunisierung untersucht, wobei man antigen-
prasentierende Zellen (APC) (z.B. gereinigte Dendritische Zellen (DC))
verwendete, welche mit Tumorantigenen inkubiert oder mit Genen, die fur diese
Antigene kodieren, transfiziert wurden. Diese DNA-Vakzinen (siehe 4.1.2.2 und
11.2.1) sollen eine Antwort zytotoxischer T-Lymphozyten induzieren. Ihr Einsatz

wird aber u. U. durch den Reifegrad und die Anzahl der verwendeten DC
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limitiert (14, 1). In der therapeutischen Verwendung dieser Vakzinen ist es oft
schwierig, eine adaquate Immunantwort zur Bekdmpfung von Tumorzellen zu

erzeugen (1).

Auch virale Vektoren (z. B. Retroviren, Adenoviren oder adeno-assoziierte Viren)
werden zur Bewerkstelligung einer Gen-Freisetzung gerne genutzt (siehe 4.3).
Eingeschleuste Viren koénnen aufgrund ihrer natlrlichen Replikations-
mechanismen auch zur Zerstorung von Tumorzellen verwendet werden (29).

Viren werden zur Bekdmpfung von Tumoren in Form von Virus-Vakzinen seit
geraumer Zeit eingesetzt. Meist hatten diese einen prophylaktischen Charakter.
Dennoch wurde am Tiermodell auch eine therapeutische Wirkungsweise in der

Behandlung der kutanen Papillomatose diskutiert (6, 28, 24).

9.2 Spezieller Teil

9.21 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Hundes

Tab. 29: Anwendung von Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren des

Hundes
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Fibrosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Hamangiosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Osteosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Mammatumor Tumorzell-Vakzine plus Neuraminidase 31
(malignes Lymphom Tumorzell-Vakzine plus Chemotherapie 23,22,21)

Legende:
hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor; ( ) = kein
solider Tumortyp
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Canines malignes Melanom:

Behandlung mit einer Tumorzell-Vakzine und hGM-CSF:

In der Humanmedizin hat sich hGM-CSF (siehe 7.1.2) bewahrt, da es sich auf
die Nebenwirkungen einer Chemotherapie (z. B. letale Neutropenien) mildernd
auswirkt und nach Knochenmarkstransplantationen eine Steigerung der

Aktivitat hamatopoetischer Zellen hervorruft (15).

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirksamkeit eines autologen
Tumorzell-Impfstoffes, welcher zuvor ex vivo mit Hilfe eines Plasmidvektors
(-gene gun®) mit hGM-CSF-cDNA transfiziert und danach bestrahlt wurde, an
10 Hunden mit histologisch nachgewiesenem malignen Melanom getestet.

Die Hunde wurden vor Beginn der Therapie konventionell mittels palliativer
Chemotherapie oder Bestrahlungstherapie behandelt. Die Immuntherapie
wurde 2 Wochen nach Chemotherapie oder Bestrahlungstherapie begonnen.
Die Hunde erhielten zuerst 3 Injektionen im Abstand von 2 Wochen (Tag O,
Tag 14, Tag 28). Dann wurde das Injektionsintervall auf einen Monat
ausgedehnt. Als Dosis wurden 1x10’ Tumorzellen/ml, geldst in 100 pl PBS
(,ohosphate-buffered-saline®), verwendet. Die Injektion erfolgte intradermal.

Des Weiteren untersuchte man im Rahmen dieser In-vivo-Studie mittles ELISA
(,enzyme-linked-immunosorbent-assay*) die Expression vom hGM-CSF-Protein
an der Stelle der Vakzinierung 24 Stunden, 7 Tage und 14 Tage post
injectionem. Fur diese Untersuchung wurde an Tag 0 Tumorgewebe chirurgisch

entnommen und an Tag 1, 7 und 14 das Tumorgewebe bioptiert.

Man dokumentierte folgende Ergebnisse:
= 5 von 10 Hunden (50 %) zeigten einen progressiven Krankheitsverlauf.
1 der 5 Hunde hatte ein malignes Melanom Stadium-Ill und 4 der
5 Hunde hatten ein malignes Melanom Stadium-IV.
= 1 von 10 Hunden (10 %) zeigte einen stabilen Krankheitsverlauf Gber
einen Zeitraum von ca. 4 Monaten. Dieser Hund hatte ein malignes

Melanom Stadium-IV.
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1 von 10 Hunden (10 %) zeigte eine partielle Remission des Tumors

Uber einen Zeitraum von ca. 11 Monaten. Dieser Hund hatte ein

malignes Melanom Stadium-IlI.

= 1 von 10 Hunden (10 %) zeigte eine komplette Remission des Tumors
uber einen Zeitraum von ca. 11 Monaten. Dieser Hund hatte ein
malignes Melanom Stadium-IV.

= 1 von 10 Hunden (10 %) zeigte auch nach mehr als 12 Monaten keine

Krankheitsanzeichen. Dieser Hund mit malignem Melanom Stadium-|

erhielt weitere Injektionen im Abstand von jeweils einem Monat. Die

Uberlebenszeit ist nicht bekannt.

1 von 10 Hunden (10 %) starb aus anderen Griinden.

Die ELISA-Untersuchungen ergaben 24 Stunden nach hGM-CSF-Injektion
peritumoral eine hGM-CSF-Proteinmenge je nach Tumortyp von
0.07 - 14.15 ng/Injektionsstelle (Mittelwert: 5,61 ng). Die hGM-CSF-Konzen-
tration nahm kontinuierlich bis Tag 14 ab, was man durch die Degradation und
der Halbwertszeit der hGM-CSF-cDNA, welche von dem Plasmid in die Tumor-
zielzelle Ubertragen wurde, begrindete. Daruber hinaus konnten in histo-
logischen Untersuchungen an Tag 7 kaum intakte Tumorzellen gefunden
werden, was nach Meinung des Autors die Abnahme der hGM-CSF-
Konzentration erklaren wurde, da die Tumorzellen nun nicht weiter in der Lage

seien, das hGM-CSF-Protein zu produzieren.

Wahrend und nach der Behandlung mit dem hGM-CSF-transfizierten
Tumorzell-Impfstoffes konnten keine Nebenwirkungen in Form einer lokalen
Toxizitat oder Anaphylaxie beobachtet werden. Daruber hinaus konnten im
Serum zu keinem Zeitpunkt Spuren von hGM-CSF nachgewiesen werden. Das
ist insofern von groRRer Wichtigkeit, da aufgrund dessen keine lokalen
Toxizitaten oder Einwirkungen auf hamatopoetische Zellen, sowie - bei hoheren
hGM-CSF-Dosierungen - keine sonstigen toxischen Nebenwirkungen zu

erwarten sind (20).
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Canines Fibrosarkom:

Behandlung mit einer Tumorzell-Vakzine und hGM-CSF:

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirksamkeit eines autologen
Tumorzell-impfstoffes, welcher zuvor ex vivo mit Hilfe eines Plasmidvektors
(,gene gun®) mit hGM-CSF-cDNA transfiziert und danach bestrahlt wurde, an
3 Hunden mit histologisch nachgewiesenen Fibrosarkomen getestet (siehe

9.2.1 ,canines malignes Melanom®) (20).

Man dokumentierte folgende Ergebnisse:
= 1 von 3 Fibrosarkom-Hunden (33 %) zeigte ein progressives Tumor-
wachstum.
= 1 von 3 Fibrosarkom-Hunden (33 %) zeigte ein progressives Tumor-
wachstum und verstarb an den Folgen der Krankheit.
= 1 von 3 Fibrosarkom-Hunden (33 %) wies Uber einen Zeitraum von
ca. 6 Monaten keine Krankheitsanzeichen auf und wurde ebenfalls mit

weiteren Injektionen behandelt. Die Uberlebenszeit ist nicht bekannt.

Berichtet wurde auch von einem Hund mit vertebralem Fibrosarkom, an
welchem die Wirksamkeit von hGM-CSF als Adjuvans flr eine autologe
Tumorzell-Vakzine (in Kombination mit einer Vertebrektomie und einer
Knochen-Allograft-Fusion) getestet wurde (8).

Als Injektionsdosis wurde eine Konzentration von 1x10” Tumorzellen/ml, geldst
in 100 pl PBS gewahlt. Die Tumorzellen wurden wahrend der Operation
entnommen. Die Vakzinierung erfolgte einen Monat nach der Operation intra-
dermal (insgesamt 3x im Abstand von 2 Wochen) in die Region der
Glutealmuskulatur. Anhand einer histologischen Untersuchung konnte eine
deutliche Infiltration von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und
Makrophagen 24 Stunden post injectionem beobachtet werden. In den darauf

folgenden 7 Tagen wurden auch eine Ruptur kollagener Bindel, eine diffuse
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inflammatorische Nekrose und eine ausgepragte perivaskulare lymphoplasma-
zellulare Infiltration sichtbar.

Im weiteren Verlauf wurde das Tier im vierteljahrlichen Abstand hinsichtlich
eines Rezidivs kontrolliert. Nach 13 Monaten konnte noch kein Rezidiv erkannt
werden.

In einer anderen retrospektiven Studie wurde bei 6 Hunden mit vertebralem
Fibrosarkom trotz Operation, Radiotherapie und/oder Chemotherapie nur eine

mediane Uberlebenszeit von 3,3 Monaten erzielt (9).

Canines Hamangiosarkom, canines Osteosarkom:

Behandlung mit einer Tumorzell-Vakzine und hGM-CSF:

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirksamkeit eines autologen
Tumorzell-Impfstoffes, welcher zuvor ex vivo mit Hilfe eines Plasmidvektors
(,gene gun®) mit hGM-CSF-cDNA transfiziert und danach bestrahlt wurde, an
1 Hund mit histologisch nachgewiesenen Hamangiosarkom und 2 Hunden mit
histologisch nachgewiesenen Osteosarkom getestet (siehe 9.2.1 ,canines
malignes Melanom®) (20). Beide Hunde mit Osteosarkom und der Hund mit

Hamangiosarkom zeigten ein progressives Tumorwachstum.

Caniner Mammatumor:

Behandlung mit einer autologen Tumorzell-Vakzine und Vibrio-cholerae-

Neuraminidase:

Im Rahmen einer prospektiven randomisierten Studie wurde anhand von
insgesamt 72 Hunden mit benignem (Dysplasie, Adenom, Mischtumor) oder
malignem (Adenom, Karzinom, Mischtumor) Mammatumor die Wirksamkeit

einer autologen Tumorzell-Vakzine (vorbehandelt mit Mitomycin: M-TC)
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untersucht, welcher die enzymatisch aktive Vibrio-cholerae-Neuraminidase
(VCN) (siehe 3.2.8) zugefugt worden war.

Die Hunde wiesen mindestens zwei palpierbare Mammatumoren auf, wovon
jeweils ein Mammatumor fur histologische Untersuchungen und fur die

Herstellung der autologen Tumorzell-Vakzine chirurgisch enthommen wurde.

Die 72 Hunde wurden nach Anamnese, Histopathologie-Ergebnis und

klinischen Parametern in drei Gruppen aufgeteilt:

1. Gruppe (23 Hunde):

= Diesen Hunden wurde eine autologe Tumorzell-Vakzine verabreicht,
welcher die enzymatisch aktive Vibrio-cholerae-Neuraminidase (VCN)
zugeflgt worden war.

= Die Injektion erfolgte einmalig am Tag der Operation intradermal in die
Regio umbilicalis (,chess-board-vaccination®).

= Die Injektion wurde in den Dosierung 10°, 10°, 10" und 10® M-TC in
Kombination mit 0.01, 0.05 und 0.1 ml VCN verabreicht.

2. Gruppe (21 Hunde; 1. Kontrollgruppe):
= Diesen Hunden wurde eine autologe Tumorzell-Vakzine in Kombination

mit einer hitze-inaktivierten VCN verabreicht.

3. Gruppe (27 Hunde; 2. Kontrollgruppe):
= Diesen Hunden wurde eine autologe Erythrozyten-Vakzine in Kombi-

nation mit einer aktiven VCN verabreicht.

Ergebnisse:
1. Gruppe:
= Bei 6 von 23 Hunden (26 %) wurde eine Regression des Tumors
beobachtet.
Dabei erwies sich die Tumorregression bei 2 von 23 Hunden (9 %) als
stabil und bei den restlichen 4 von 23 Hunden (17 %) als transient.

= Alle 23 Hunde der 1. Gruppe Uberlebten das erste Beobachtungsjahr.
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Bei 17 von 23 Hunden (74 %) wurde ein progressives Tumorwachstum
(PD) diagnostiziert.

Bei 6 von 17 Hunden (35 %) handelte es sich um maligne Tumoren.
Bei 11 von 17 Hunden (65 %) handelte es sich um benigne Tumoren.

= Die Vakzinierung wurde von allen Tieren gut vertragen.

2. Gruppe (Kontrollgruppe):

= Es konnte keine Tumorregression (0 %) dokumentiert werden.

= Bei 21 von 21 Hunden (100 %) wurde eine PD diagnostiziert.
6 von 21 Hunden (29 %) wiesen einen malignen Tumor auf.
15 von 21 Hunden (71 %) wiesen einen benignen Tumor auf.

= 3 von 21 Hunden (14 %) starben im ersten Beobachtungsjahr an den
Folgen des Tumors. Diese 3 Hunde wiesen maligne Tumoren auf.

= Die Vakzinierung wurde von allen Tieren gut vertragen.

3. Gruppe (Kontrollgruppe):

= Es konnte keine Tumorregression (0 %) dokumentiert werden.

= Bei 27 von 27 Hunden (100 %) wurde eine PD diagnostiziert.
Bei 11 von 27 Hunden (41 %) handelte es sich um maligne Tumoren.
Bei 16 von 27 Hunden (59 %) handelte es sich um benigne Tumoren.

= 2 von 27 Hunden (7 %) starben im ersten Beobachtungsjahr an den
Folgen des Tumors. Diese 2 Hunde wiesen maligne Tumoren auf.

= Die Vakzinierung wurde von allen Tieren gut vertragen.

Die Entwicklung einer DTH (,delayed type hypersensitivity“) wurde prognostisch
als nicht aussagekraftig bewertet, da sich diese im Vergleich der Gruppen als

nicht signifikant verschieden darstellte.

Obgleich der Wirkungsmechanismus nicht erklart werden konnte, fuhrten diese
Ergebnisse zu der Auffassung, dass anhand dieser Vakzine-Komposition eine
therapeutische Wirkung bei Hunden mit Mammatumoren erzielt werden kann
(31). Es ist jedoch nicht bekannt, mit welcher Konzentration der beste Effekt

(CR) erzielt wurde.
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Canines orales Papillom:

Behandlung mit einer Papillomvirus-Vakzine:

Die Behandlung caniner oraler Papillome hat sich unter Verwendung einfacher
caniner oraler Papillomvirus-Vakzinen (COP-Vakzinen) nicht bewahrt, da es
sich hierbei meist um benigne Tumoren junger Hunde handelt, die gewohnlich
nach einigen Wochen in Regression treten. In vielen Fallen konnte nach der
Vakzinierung die Entstehung neuer, z. T. auch maligner Neoplasien beobachtet
werden (5). Vor kurzem wurde allerdings die Meinung geaulert, dass anhand
einer Vakzine (rekombinantes Adenovirus, welches kodon-optimierte E1- und
E2-Gene des caninen oralen Papillomvirus tragt) eine Reduktion papillomviraler

Lasionen bewirkt werden konnte (24).

Canines malignes Lymphom:

Obgleich es sich beim malignen Lymphom nicht um einen soliden Tumor
handelt, wird dieser Tumor wegen seiner hohen Pravalenz und Inzidenz

aufgefuhrt.

Behandlung mit einer autochthonen Tumorzell-Vakzine:

Das canine maligne Lymphom, welches als Pendant zum Non-Hodgkin’s
Lymphom des Menschen gesehen wird, gab Anlass zur Erprobung einer
autochthonen Tumorzell-Vakzine (23, 21).

30 Hunde mit histologisch nachgewiesenem malignen Lymphom wurden in
dieser prospektiven Studie verwendet. Keines der Tiere war chemotherapeu-
tisch vorbehandelt.

Eine Remission wurde im Vorfeld anhand einer Polychemotherapie induziert
(2 Zyklen eines Protokolls, welches die Medikamente L-Asparaginase
(400 IU/kg intraperitoneal), Vincristin ~ (0.03 mg/kg i.v.), Cyclophosphamid
(10 mg/kg i.v.) und Doxorubicin (30 mg/m?i.v.) beinhaltete) induziert. Die

30 Hunde erhielten jedoch median 4 chemotherapeutische Behandlungszyklen.
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Infolgedessen wurden alle 30 Hunde nach Erlangen einer kompletten

Remission der Tumorzelltherapie unterzogen (10° Tumorzellen/Infusion). Die

Infusionen erfolgten 2, 4 und 8 Wochen nach Ende der Chemotherapie (mind.

3 Infusionen). Die Applikation erfolgte hierbei intralymphatisch.

Ergebnisse:

Die Therapie resultierte in einer medianen Uberlebenszeit von
13 Monaten, wobei 11 der 30 Hunde (36 %) noch 2,4 Jahre lebten.

Als mediane Erstremissionsdauer wurden 4 Monate angegeben.

18 von 30 Hunden (60 %) starben an den Folgen des Tumors.

1 von 30 Hunden (3 %) starb nach 14 Monaten an den Folgen eines
Karzinoms.

4 von 30 Hunden (13 %) hatten initial nur 2 Chemotherapie-Zyklen
erhalten und wurden weiterhin mit der Tumorzell-Vakzine behandelt.
Diese Hunde erzielten eine mediane Uberlebenszeit von 1,9 Jahren.

3 der 4 Hunde waren zum Zeitpunkt der Evaluierung am Leben und
waren noch nach 12, 24 und 25 Monaten in Remission.

Die Immuntherapie wurde von allen Hunden gut vertragen.

Der Erfolg einer derartigen Therapie wird von der vorhandenen
Tumormasse bestimmt. Im Vorfeld dieser Behandlung muss zur
Reduktion der Tumormasse grundsatzlich eine Chemotherapie
durchgefuhrt werden (21). Eine gleichzeitige Verabreichung von
Chemotherapie und Vakzine konnte allerdings zu einer deutlichen
Beeintrachtigung der Wirksamkeit der Immuntherapie flhren, da zur
Erzielung einer adaquaten Immunantwort ein belastbares Immunsystem

unerlasslich ist (25, 3).

In einer verwandten prospektiven Studie verglich man anhand von 88 Hunden

mit histologisch nachgewiesenem malignem Lymphom die Wirksamkeit einer

Polychemotherapie mit der einer Chemo-Immuntherapie (22). Es wurden die

gleichen Dosierungen verwendet.

- 265 -



Schrifttum
Unter Verwendung von Tumorzell-Vakzinen

Es wurden 2 Gruppen gebildet:

1.

Gruppe (30 Hunde): Verabreichung der Polychemotherapie;

14 von 30 Hunden (46 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-III.
8 von 30 Hunden (27 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-IV.
8 von 30 Hunden (27 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-V.

2. Gruppe (58 Hunde): Verabreichung der Polychemotherapie mit folgender
Immuntherapie (Tumorzell-Vakzine);

= 1 von 58 Hunden (2 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-I.

= 20 von 58 Hunden (34 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-IIl.

= 27 von 58 Hunden (47 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-IV.

= 10 von 58 Hunden (17 %) hatten ein malignes Lymphom Stadium-V.

Ergebnisse:

1. Gruppe:

= 8 von 30 Hunden (26 %) starben in den ersten 10 Wochen der Therapie
(mediane Uberlebenszeit: 1,6 Monate). Einer der 8 Hunde wies eine
komplette Remission (CR) des Tumors auf.

= 22 von 30 Hunden (73 %) uberlebten die ersten 10 Wochen. Die
mediane Uberlebenszeit betrug 6,8 Monate.

= 15 der 22 Hunde (68 %) erreichten eine CR.

= 1 von 30 Hunden (3 %) zeigte nach 4 Jahren noch eine Remission des
Tumors.

= 6 von 30 Hunden (20 %) standen zur weiteren Beobachtung nicht zur
Verfugung.

2. Gruppe:

11 von 58 Hunden (17 %) der Vakzinegruppe uUberlebten das Ende der
Initial-Immuntherapie nicht. Keiner der 11 Hunde (0 %) erreichte eine
komplette Remission (CR) des Tumors.

41 von 47 Hunden (87 %) wiesen eine CR auf.

Die mediane Uberlebenszeit betrug 10,2 Monate.
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= Zum Zeitpunkt der Evaluierung zeigten 2 von 58 Hunden (3 %) eine
Remission des Tumors (Uberlebenszeiten: 2 und 2,5 Jahre).

= Die Hunde dieser Gruppe wiesen eine signifikant langere Remissions-
dauer auf (p=0,024).

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Gesamtuber-
lebenszeit errechnet werden (p=0,40). Die Therapie wurde von allen Hunden
gut vertragen.

Es bestand der Verdacht, dass die nicht signifikant verlangerte Uberlebenszeit
durch die immunstimulatorische Wirkung des ,Freund-Adjuvans® bedingt sei
und nicht ausschlieRlich auf der Wirksamkeit der autologen Tumorzell-Vakzine
beruhe (40). Dennoch kristallisierte sich heraus, dass Hunde, welche nur einer
Chemotherapie unterzogen worden waren, oOfter einer chemotherapeutischen
Behandlung bedurften, als Hunde, welche zusatzlich die Tumorzell-Vakzine
erhielten. Auch klinisch, so hatte man den Eindruck, ging es den Hunden mit
der Kombinationstherapie deutlich besser. Hunde mit gutem Allgemeinbefinden
uberlebten signifikant langer (p=0,016).

Beide Studien unterlagen keiner Randomisierung.

9.2.2 Immuntherapie bei soliden Tumoren der Katze
Es liegen keine Studien Uber die Behandlung von Tumoren der Katze anhand

von autologen oder allogenen Tumorzell-Vakzinen vor.
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9.2.3 Bei soliden Tumoren des Pferdes

Tab. 30: die Anwendung von Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren des
Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

equines Sarkoid Bio-Immuntherapie plus autogeneTumorzell-Vakzine |16

Equines Sarkoid:

Das equine Sarkoid wurde in zahlreichen Studien zum Untersuchungsobjekt
hinsichtlich der Wirksamkeit autologer Tumorzell-Vakzinen. Diese fanden
v. a. Anwendung, da man davon ausging, dass Viren fur die Entstehung des
equinen Sarkoids verantwortlich sind. Dennoch konnten mit diesem Verfahren
keine nachhaltigen Erfolge erzielt werden. Es kam des Ofteren sogar vor, dass
nach einer Vakzinierung mit autologen Tumorzellen dramatische Neubildungen
auch an anderen Korperstellen beobachtet wurden. Man ist heute der Meinung,
dass die erwlnschten Erfolge ausblieben, weil nach Verabreichung der
Tumorzellen keine adaquate (oder gar keine) Immunantwort entfacht werden
kann. Die Autoren vertreten die Meinung, dass eine autologe Tumorzell-

Vakzinierung abzulehnen ist (13).

Behandlung mit einer Bio-Immuntherapie in Kombination mit einer autogenen

Tumorzell-Vakzine:

Vor kurzem wurde jedoch von einem Verfahren berichtet, welches die
Verabreichung einer Bio-Immuntherapie (orale Gabe von u.a. Zinnoxid-
chloriden und Folsaure) in Kombination mit einer Vakzinierung mit autogenem
polymerisietem Tumorgewebe (Intervall: 2 -4 Wochen) beinhaltet. Die
Tumormasse wurde bis auf die Tumorbasis operativ entfernt (unvollstandige

Exzision). Injiziert wurde subkutan in das den jeweiligen Tumor umgebende
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Gewebe. Die Therapie wurde bis zum Eintreten einer Tumorregression
durchgefuhrt.

Es wurden drei Gruppen gebildet (insgesamt 20 Pferde):

1.

Gruppe (11 Pferde): Diese Pferde wiesen einen unbehandelten Primar-

tumor auf.
2. Gruppe (7 Pferde): Diese Pferde waren bereits ein- oder mehrmals
chirurgisch vorbehandelt.
3. Gruppe (2 Pferde): Diese Pferde waren gesund und dienten als Kontroll-
tiere.
Ergebnisse:

1. Gruppe: Keines der Tiere zeigte in den folgenden zwei Jahren ein
erneutes Tumorwachstum. Die Tumoren dieser Pferde blieben entweder
unverandert, gingen zurlck oder fielen ab.

2. Gruppe: 5 von 7 Tieren (71 %) hatten nach §-17 Monaten an der
Stelle des Tumors ein Rezidiv. Drei dieser Tiere wurden wiederholt
behandelt, wobei 2 Pferde im Zeitraum von 4 bzw. 7 Monaten nicht
erneut erkrankten. Das dritte Pferd wies eine tumorfreie Zeit von
9 Monaten auf. Bei Rezidiventwicklung wurde auch eine Aktivierung der
anderen, sich an den Tieren befindlichen Tumoren beobachtet.

Uber 2 Tiere liegen keine Daten vor.

Der Heilungsprozess wurde durch Entnahme von Biopsien aus der Tumorbasis

untersucht und folgendes dokumentiert:

Es wurde eine sichtbare Epitheliarisierung (vom Rand der Tumorbasis
zum Zentrum hin) festgestellt.

Bei 12 Pferden wurde sowohl eine vollstandige Pigmentierung der Haut,
als auch ein normales Haarwachstum beobachtet.

Bei einem weiteren Tier geschah beides nur partiell und bei 5 Pferden

blieb die Stelle haarlos.
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Gleichzeitig verringerten sich die typischen histopathologischen Kenn-
zeichen des equinen Sarkoids auffallend rasch. Dies ereignete sich v. a.
bei Primartumoren.

Drei der 7 Pferde (43 %) der 2. Gruppe wiesen neben der noch
abnormalen Dermis eine normale Epitheliarisierung auf. Eine grolde
Anzahl von Fibroblasten wurde hauptsachlich in der Nahe der dermo-
epidermalen Verbindungen identifiziert, was von einer gleichzeitigen
Bildung von Haarfollikeln und Talgdriusen begleitet war. Zu diesem
Zeitpunkt war die Basis des Tumors bei fast allen Tieren von einem
normalen Epithel bedeckt.

Wahrend der Regression konnten weder eine Infiltration von Leukozyten,
eine Lyse, noch eine Apoptose registriert werden. Nach der Heilung
konnte zwischen den Hautproben der beiden gesunden und der kranken
Tiere histologisch keine Unterschiede registriert werden.

Per Elektronenmikroskop wurde wahrend der Bio-Immuntherapie, im
Verlauf der Tumorregression eine Transformation der Mitochondrien
registriert. Diese transformierten Mitochondrien enthielten elektronen-
dichte pleomorphe Korperchen, welche mdglicherweise Metalloenzyme
freisetzen (35). Ahnliche Korperchen wurden, v.a. wahrend des
Heilungsprozesses, auch im Umfeld des Zellkerns von Tumorzellen
gefunden (36).

Diese Ereignisse resultierten in folgender Meinung:

1)

2)

3)

Es konnte sein, dass die dermale Komponente, welche am langsten
Tumorzellen aufweist, als Promotor fur das Tumorwachstum equiner
Sarkoide dient (die Tumorbasis zeigte auch nach unvollstandiger
Exzision eine normale Epitheliarisierung).

Primartumoren scheinen sich fur diese Therapieform besser zu eignen
(26).

Die Tumorregression konnte der mitochondriellen Kontrolle unterliegen
(35, 26, 36).
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4) Eine derartige Bio-Immuntherapie scheint aufgrund der fehlenden
histologischen Merkmale einer Leukozyteninfiltration, Lyse oder

Apoptose, einen spontanen Heilungsprozess zu stimulieren (16).

Leider kann den Angaben keine exakte Stoffzusammensetzung entnommen
werden, dass die Wirkungsweise dieser Therapie hatte eruiert werden kénnen.
Dieses Verfahren ist demnach nicht reproduzierbar. Auch die Wahl und Anzahl
der Kontrolltiere lasst keinen Schluf® auf die Effektivitat dieser Therapie zu.
Dennoch kommt die Mitochondrien-Hypothese einer Plausibilitat dieser

Therapieform entgegen.
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9.24 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Rindes

Tab. 31: die Anwendung von Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren des

Rindes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

okulares Plattenepithelkarzinom | autologe saline

Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine; 32,33

allogene saline

Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine 19
Hornkrebs autologe saline
(Plattenepithelkarzinom) Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine (plus BCG) |7
kutane Papillomatose autologe saline

Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine 33,6, 28

Legende:
BCG = Bazillus Calmette-Guérin

Bovines okulédres Plattenepithelkarzinom:

Behandlung mit einer autologen salinen Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine:

Im Rahmen einer prospektiven Studie wurde die Wirksamkeit einer einmalig
erfolgenden intramuskularen Injektion einer autologen salinen Phenol-
Tumorzell-Extrakt-Vakzine untersucht (32). 29 Rinder mit 37 Karzinomen
(8 Rinder wiesen jeweils 2 Tumoren auf) wurden diesem Verfahren unterzogen.
Bei 5 von 29 Tieren (17 %) basierte die Diagnose auf einer histologischen
Untersuchung. Bei den restlichen 24 Tieren (83 %) wurde die Diagnose
aufgrund von klinischen Daten gestellt. Zwei der 29 Rinder (7 %) wurden
zweimal und 1 der 29 Rinder (3 %) wurde viermal behandelt. 18 Rinder, deren

Tumoren aufgrund von klinischen Daten diagnostiziert worden waren, dienten
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als Kontrolltiere und wurden nicht mit der Tumorzell-Vakzine behandelt. Zwei

dieser Tiere wiesen 2 Tumoren (bilateral) auf (insgesamt 20 Karzinome).

Man kam zu folgenden Ergebnissen:

Bei 30 der 37 behandelten Tumoren wurde eine initiale Tumorregression
dokumentiert. Dies konnte bei keinem Tumor der Kontrolltiere dokumen-
tiert werden.

Zum Zeitpunkt der Evaluierung zeigten 17 von 37 Tumoren (46 %) eine
partielle Tumorremission und 5 von 37 Tumoren (14 %) eine komplette
Remission des Tumors.

In einem Zeitraum von 6 - 8 Monaten konnte bei keinem der Tiere ein
erneutes Tumorwachstum beobachtet werden.

Sogar bei unilateralen Tumoren in der GroRe von 4x5 cm wurde eine
komplette Tumorremission beobachtet.

Bei Tieren, welche mehrmals geimpft wurden, wurde ein
progressivesTumorwachstum festgestellt. Es ist aber denkbar, dass das
angeblich progressive Tumorwachstum nach einer haufigeren
Vakzinierung auf einer gesteigerten Gefallpermeabilitat basiert und dem-

nach fehl interpretiert wurde.

Ein wissenschaftlich korrekter Nachweis fur die Wirksamkeit dieser Behandlung

konnte nicht erbracht werden, da die Studie keiner Randomisierung unterlag.

Daruber hinaus werden wichtige Daten (z. B. Remissionszeiten) nicht geliefert.

Behandlung mit einer allogenen salinen Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine:

In einer anderen prospektiven Studie konnte anhand saliner Phenol-Extrakte

allogener Tumorzellen bei 33 von 44 Karzinomen (78 %) nach einer einzigen

Injektion eine Tumorantwort dokumentiert werden. Dabei zeigten 15 Tumoren

eine komplette Remission, 9 Tumoren eine partielle Remission und 9 Tumoren

einen stabilen Krankheitsverlauf.
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Dartber hinaus erkannte man, dass vornehmlich kleine Tumoren zu einer
kompletten Remission und lang andauernder Remission neigten. Demnach
vertrat man den Standpunkt, dass zur Behandlung gréferer Tumoren die
Kombination mit anderen konventionellen Behandlungsmethoden erforderlich
sei (19).

Ein wissenschaftlich korrekter Nachweis fir die Wirksamkeit dieser Behandlung
konnte nicht erbracht werden, da die Studie keiner Randomisierung unterlag.
Daruber hinaus werden wichtige Daten (z. B. mediane Remissionszeiten,

mediane Uberlebenszeiten) nicht geliefert.

Boviner Hornkrebs (Plattenepithelkarzinom):

Behandlung mit einer autologen salinen Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine
(plus BCG):

Auch an Rindern mit histologisch nachgewiesenem Hornkrebs (ein
Plattenepithelkarzinom) wurde eine autologe saline Phenol-Tumorzell-Vakzine
angewendet. Zwei der insgesamt 10 Tiere wurde zusatzlich peritumoral BCG
(siehe 8.1.1) injiziert. Zur Herstellung der Tumorvakzine und zur histologischen
Untersuchung wurde Material chirurgisch entnommen. Sechs der 10 Tiere
wiesen ein sehr progressives Tumorwachstum auf. Daher wurde bei diesen

6 Tieren eine mdglichst weitraumige Entfernung des Tumors durchgeflihrt.

Ergebnisse:
= Bei 6 der 10 Rinder (60 %) wurde eine komplette Remission des Tumors
(CR) verzeichnet. Darunter befand sich allerdings nur eines der Tiere,
das auch mit BCG behandelt wurde.
= Nach 1,5 - 2,5 Monaten waren die Tumoren, welche letztendlich eine CR
aufwiesen, verschwunden. Das Horn wuchs allerdings nur sehr langsam
nach. Dabei hatten das Alter des Patienten und die Anwesenheitsdauer

des Tumors keinen prognostischen Wert. Die Tiere wurden Uber einen
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Zeitraum von 2,5-5 Monaten nach Ende der Therapie weiterhin
kontrolliert.

= Nach 12 - 14 Tagen post injectionem konnten im verbliebenen Tumorbett
erste Veranderungen registriert werden. Histologisch (Biopsie) konnte in
der Umgebung des Tumors eine hochgradige Infiltration neutrophiler
Granulozyten und einiger Makrophagen nachgewiesen werden. Die
Tumorzellen zeigten Anzeichen einer Nekrose (Vakuolisierung). Auch
Phagozytosen konnten eindeutig erkannt werden. Das nekrotische
Gewebe wurde nach und nach durch frisches Granulationsgewebe

ersetzt. Daraufhin bildete sich auf der Flache neues Plattenepithel (7).
Die zu kurze Kontrolldauer nach Therapieende ist jedoch nicht geeignet, eine

wissenschaftlich fundierte Aussage Uber eine mdgliche tumorfreie Zeit zu

treffen.

Bovine kutane Papillomatose:

Behandlung mit einer autologen salinen Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine:

In einer prospektiven Studie untersuchte man die Wirkung einer autologen
Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine an Rindern mit kutaner Papillomatose (33).
Als ausschlaggebend erwies sich hierbei die TumorgroRe. Kleine Papillome
sprachen weitaus besser auf die Therapie an. Daruber hinaus kam man auch

hier zur Uberzeugung, dass eine partielle Exzision des Tumors sinnvoll sei.

Behandlung mit einer Papillomvirus-Vakzine:

Anfang der 90er Jahre konnte man in einer Rindergruppe unter Verwendung
einer Papillomvirus-Vakzine (BPV-4) eine Regression kutaner Papillome
erzielen. In BPV-4 ist das Kapsidprotein L2 enthalten, von dem man annahm,

eine potenzierende Wirkung auf das E7-Fusionsprotein zu besitzen.
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Nach dieser Behandlung konnte bei 28 Tieren, welche zuvor an kutaner
Papillomatose erkrankt waren, auch nach 6,3 Monaten keine Anzeichen einer
Papillomatose mehr festgestellt werden. Demnach wurde diesem Praparat auch
eine therapeutische Wirkung zugeschrieben (6). Dies konnte allerdings im
Rahmen einer spateren Studie nicht bestatigt werden, obgleich hier beobachtet
werden konnte, dass die Tumoren derjenigen Tiere, welche einer Vakzinierung
(anhand virus-ahnlicher Partikel, welche das L1- und L2-Kapsidprotein des
BPV-4 enthalten) unterzogen worden waren, rascher in Remission kamen, als
die Tumoren unbehandelter Tiere (28). Dennoch sollten diese Praparate in

erster Linie zur Prophylaxe genutzt werden.
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Zusammenfassung

Unter Verwendung autologer Tumorzell-Vakzinen werden patienteneigene
Tumorzellen in vitro modifiziert und dann wieder dem Patienten reinjiziert (1).
Wird jedoch eine allogene Tumorzell-Vakzine eingesetzt, so versteht man
darunter, dass die Tumorzellen von einem fremden Individuum stammen.
Dieses Verfahren basiert auf der Ubertragung tumor-assoziierter Antigene (TAA)
und ist demnach auch bei anderen Patienten, die denselben Tumortypus
aufweisen, anwendbar. Auf diese Weise soll eine adaquate Immunantwort

gegenuber den Tumorzellen hervorgerufen werden, was aber leider nicht immer

gelingt (1).

Beim Hund wurde die Effektivitdt einer Therapie unter Verwendung einer

autologen Tumorzell-Vakzine an folgenden soliden Tumoren getestet:

Tab. 32: Behandlungsansatze mit Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren

des Hundes
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Fibrosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Hamangiosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Osteosarkom Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF 20
Mammatumor Tumorzell-Vakzine plus Neuraminidase 31
(malignes Lymphom Tumorzell-Vakzine plus Chemotherapie 23,22, 21)
Legende:

hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor; ( ) = kein
solider Tumortyp

Es liegen keine Studien uUber die Behandlung von Tumoren der Katze anhand

von autologen oder allogenen Tumorzell-Vakzinen vor.
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Beim Pferd konnten unter Verwendung von Tumorzell-Vakzinen Erfolge

verzeichnet werden:

Tab. 33: Behandlungsansatze mit Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren

des Pferdes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:

equines Sarkoid Bio-Immuntherapie plus autogene Tumorzell-Vakzine 16

Beim Rind wird seit geraumer Zeit die Wirksamkeit autologer oder allogener

Tumorzell-Vakzinen an folgenden soliden Tumoren erprobt:

Tab. 34: Behandlungsansatze mit Tumorzell-Vakzinen an soliden Tumoren

des Rindes
Tumor: Therapieansatz: Referenz:
okulares Plattenepithelkarzinom autologe saline
Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine; 32,33
allogene saline
Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine 19
Hornkrebs autologe saline
(Plattenepithelkarzinom) Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine (plus BCG) 7
kutane Papillomatose autologe saline
Phenol-Tumorzell-Extrakt-Vakzine 33,6, 28
Legende:

BCG = Bazillus Calmette-Guérin

Auch virale Vakzinen finden seit geraumer Zeit in der Tiermedizin Anwendung.
Obgleich diese eher einen prophylaktischen Charakter aufweisen, wird am
Beispiel der kutanen Papillomatose auch eine therapeutische Wirkungsweise
diskutiert (33, 6, 28).
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10. Immuntherapien unter Verwendung monoklonaler Antikorper
(mAK)

10.1 Allgemeiner Teil
Antikérper und Immunglobuline sind wichtige Elemente des Immunsystems und
zirkulieren im Blutkreislauf und im lymphatischen System. |hre Aufgabe ist es,
an fremde Antigene zu binden, die auf den infizierten Zellen exprimiert werden.
Die nun ,markierten® Zellen konnen durch Fresszellen beseitigt werden (1).
Die Verwendung von Antikdrpern galt als risikoreich, da durch sie eine
Wachstumssteigerung des Tumors bewirkt werden kann. Dennoch wurden
anhand von monoklonalen Antikérpern (siehe 4.1.3.2) in Krebstherapien einige
Erfolge verzeichnet (13).
Die Entwicklung von Hybridzelltechniken ermodglichte die Herstellung
monoklonaler Antikérper (mAK) gegen bestimmte Determinanten. Man erhoffte
sich eine grofle Bandbreite von Anwendungsmdglichkeiten im Kampf gegen
den Krebs. In der Humanmedizin haben sich mAK zu wichtigen diagnostischen
Werkzeugen etabliert, ihr therapeutischer Gebrauch konnte sich jedoch lange
nicht durchsetzen (8). In den letzten Jahren gelang es durch technische
Verbesserungen (DNA-Rekombination, Humanisierung muriner Antikorper,
Kopplung der Antikorper an Toxine oder Radionukleide), sie auch therapeutisch
nutzbar zu machen. In der Humanmedizin finden drei monoklonale Antikorper
therapeutische Anwendung: Rituximab (Zielantigen: CD20, mAK 231),
Trastuzumab (Zielantigen: HER-2) und Gemtuzumab (Zielantigen: CD33) (6).
Antikorper, die gegen tumor-assoziierte Antigene (TAA) gerichtete sind, werden
in der Regel vor Verabreichung mit einer Reihe von Medikamenten
(Radioisotopen oder Toxinen) konjugiert.
Die Wirksamkeit monoklonaler Antikérper wird durch mehrere Mechanismen
bewerkstelligt. Sie kdnnen einen direkten Effekt durch Induktion einer Apoptose
oder eines programmierten Zelltodes erzielen. Daruber hinaus sind sie in der
Lage, Rezeptoren von Wachstumsfaktoren zu blockieren, was zum Stillstand
der Tumorzellproliferation (auch durch Hemmung der Tumorvaskularisation (5))
fuhrt. Indirekt rufen sie eine Rekrutierung zytotoxischer Zellen
(Monozyten/Makrophagen) hervor. Dieser Typ einer antikOrper-vermittelten
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Zelltétung ist auch unter dem Begriff ,antibody-dependent-cell-mediated-
cytotoxicity® (ADCC) bekannt. Monoklonale Antikérper gehen aber auch
Bindungen mit Komplement ein, was eine direkte Zelltoxizitat zur Folge hat
(Perforation der Tumorzellmembran und Tumorzelllyse (3)) und man
~complement-dependent-cytotoxicity (CDC) nennt. Zielzellen von Rituximab
sind, wie bereits erwahnt, CD20-Antigene. Dieses Antigen wird von vielen
malignen B-Zell-Tumortypen exprimiert. Bei Rituximab handelt es sich um ein
IgG-mAK, welcher einen Fc-Rezeptor besitzt. Dieses Fragment bindet an
Fc-Rezeptoren, welche sich auf Monozyten/Makrophagen und NK-Zellen
befinden, was zur Erkennung und Abtétung der Tumorzelle fuhrt (1).

Die Effektivitat einer Therapie mit mAK wird von verschiedenen Faktoren
bestimmt (Anzahl der Antigen-Molekule pro Zelloberflache; Anzahl der Zellen,
welche das Antigen (AG) exprimieren; Tumormasse; Tumorvakuolisierung;
Vorhandensein von AG auf nicht-neoplastischen Zellen; Ausscheidung der mAK
aus dem Blut; Dosis und Route der Verabreichung, Auftreten einer gegen die
Antikorper gerichteten Immunantwort) (8).

Diese Therapieform zeichnet sich aus, da gesundes Gewebe nicht geschadigt
wird (2).

10.2 Spezieller Teil

10.2.1 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Hundes

Es wurden zahlreiche monoklonale Antikérper (mAK) zur Bekampfung von
Tumoren des Menschen (malignes Melanom, Osteosarkom) entwickelt. Diese
mAK erkennen auch canine Melanom- und Osteosarkomzellen. Sie triggern

eine ADCC und CDC mit Elementen des caninen Immunsystems (3).

Canines malignes Lymphom

Obgleich es sich beim caninen malignen Lymphom nicht um einen soliden
Tumor handelt, wird dieser Tumor wegen seines haufigen Vorkommens aufge-
fuhrt.
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Behandlung mit dem chimédren mAK 231:

Speziell der chimare mAK 231, ein IgG2a Isotyp, zeigt in vivo ein selektives
Bindungsverhalten gegenuber malignen caninen Lymphozyten in tber 86 % der
evaluierten Fallbeispiele. In vitro konnte die Veranlassung einer Antikorper-
abhangigen zell-mediierten Zytotoxizitat nachgewiesen werden (12). Daruber
hinaus konnte murinen mAK in vitro eine selektive Aktivitat gegen canine

Lymphomzellen nachgewiesen werden (10).

In Kombination mit Chemotherapeutika zeigte sich in vivo eine signifikant
verlangerte mediane Remissionszeit und Uberlebenszeit im Vergleich zu einer
historischen Kontrollgruppe (7, 9). In diesem Zusammenhang wurde die Verab-
reichung von zwei Chemotherapie-Zyklen (L-Asparaginase/Vincristin/Cyclo-
phosphamid/Doxorubicin) in Kombination mit mAK 231, welcher Uber 5 Tage
verabreicht wird (3 Wochen nach Ende der Chemotherapie), empfohlen (13).

Daruber hinaus existieren Studien, die in vitro nachweisen konnten, dass ein
von Liposomen ummanteltes Doxorubicin, gebunden an mAK 231, eine

verstarkte tumor-zerstérende Wirksamkeit hat (14).

Canines malignes Melanom (in vitro):

Behandlung mit mAK 14.G2a in Kombination mit rhiL-2:

Anhand des mAK 14.G2a, bei welchem es sich um einen Antigangliosid-mAK
handelt, konnte in Kombination mit rhiL-2 in vitro eine Potenzierung der Lyse
caniner maligner oraler Melanomzelllinien durch canine PBL (,periphere-blood-
lymphocytes®) erreicht werden. Dabei beobachtete man die Entwicklung einer
ADCC durch canine neutrophile Granulozyten (4).

Da das canine maligne Melanom zur Metastasierung in die Lunge neigt, wurde
nach einer Moglichkeit gesucht, die Kapazitat von alveolaren Makrophagen der
Lunge (PAM, ,pulmonary alveolar macrophages®) hinsichtlich der Abtétung von
Tumorzellen zu steigern. Der mAK 14.G2a und der mAK R24 erkennen die

GD2- und GD3-Gangliosid-Antigene, welche auf frischen Melanomzellen bei
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Mensch und Hund exprimiert werden. Es gelang durch IFN-y aktivierte PAM
gesunder Hunde in vitro das zytotoxische Potential dieser Zellen gegenuber
caninen malignen Melanomzellen, unter Einbeziehung dieser Antigangliosid-

mAKS, deutlich zu steigern (11).

Zusammenfassung

Man wies nach, dass bestimmte monoklonale Antikérper canine Melanom- und
Osteosarkomzellen erkennen und eine ADCC und CDC mit Elementen des
caninen Immunsystems triggern (4, 11, 3).

Speziell der chimare mAK 231, ein IgG2a Isotyp, zeigt in vivo ein selektives
Bindungsverhalten gegenuber malignen caninen Lymphozyten (12, 9, 7, 14, 13).
Anhand des mAK 14.G2a, bei welchem es sich um einen Antigangliosid-mAK
handelt, konnte in Kombination mit rhiL-2 in vitro eine Potenzierung der Lyse
caniner maligner oraler Melanomzelllinien durch canine PBL (,periphere-

blood-lymphocytes®) erreicht werden (4).
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1. Immuntherapien unter Verwendung anderer gentherapeutischer
Verfahren

1.1 Allgemeiner Teil

1.1.1 Unter Verwendung von Tumorantigenen zur Behandlung von

Tumoren

Tab. 35: Ubersicht iiber wichtige humane Tumorantigene/-Produkte
(siehe 3.1) (1)

Antigen-Typ: Beispiele humaner Tumor-Antigene:
Produkte von Onkogenen Ras, Her-2/neu
Tumorsuppressor-Gene p53

Gen-Produkte, welche im normalen Gewebe in | MAGE, BAGE, GAGE
inaktiver Form vorliegen

Produkte Uberexprimierter Gene Tyrosinase, gp75, gp100, MART

onkofetale Antigene karzinoembryonales Antigen (CEA),
o-Fetoprotein

Glykolipide und Glykoproteine GM., GD:

Das Immunsystem ist in der Lage, eigene Antigene, welche von Tumorzellen
exprimiert werden, zu erkennen. Bei den Differenzierungsantigenen handelt es
sich um Prototypen eigener Antigene, die sowohl von entarteten, aber auch von
gesunden Korperzellen exprimiert werden. Dies fuhrt zum Stadium einer
Immuntoleranz, da das Immunsystem nicht veranlasst wird, gegen diese
,Eindringlinge® vorzugehen, dies aber wohl konnte (durch B-und T-Lympho-
zyten). Wirde das Immunsystem gegen diese Antigene agieren, bestunde die
Gefahr, dass auch gesunde Zellen (und damit gesundes Gewebe) angegriffen

und geschadigt werden. Die Entwicklung einer Autoimmunkrankheit ware von
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groler Wahrscheinlichkeit (51). So werden diese Differenzierungs-antigene bei
einem an einem Melanom erkrankten Patienten, von den Melanomzellen und
von normalen Melanozyten auf ihrer Oberflache, in einem bestimmten
Differenzierungsstadium, exprimiert (19).
Eine aktive Immuntherapie in Form von Vakzinen ist eine sehr gute Mdglichkeit,
das maligne Melanom bei Mensch und Tier zu behandeln. Durch die nun
mogliche DNA-Vakzinierung konnten wichtige Hurden in der Entwicklung von
, Tumorimpfstoffen“ GUberwunden werden (27).
DNA kann in grolRen Mengen relativ kostenglnstig und einfach gewonnen
werden. Dabei kann das infragekommende Antigen, in Form eines bakteriellen
Plasmids, kloniert werden. Danach wird das Plasmid in die Haut oder in den
Muskel eingebracht (intradermale oder intramuskulare Injektion). Infolge dieser
Positionierung sind nun professionelle antigen-prasentierende Zellen
(Dendritische Zellen) in der Lage, das transkribierte und translatierte Antigen,
im engen Verbund mit MHC-und kostimulatorischen Molekdilen, auf ihrer
Zelloberflache zu exprimieren (5).
Dariber hinaus enthalten die Bakterien-DNA und die Plasmid-DNA
immunstimulatorische CpG-Sequenzen, welche in adjuvanter Form ebenfalls
auf sehr effektive Weise das Immunsystem zu aktivieren vermégen (9, 38).
Dennoch gestaltet sich eine Vakzinierung gegen gewebsspezifische
Differenzierungsantigene als weitaus schwieriger, da es sich hier um korper-
eigene Proteine der Tumorzellen handelt. Aus diesem Grund werden xenogene
Antigene oder xenogene DNA verwendet, die eine Homologie zu den
Tumorantigenen aufweisen. Durch sie kann eine Immunantwort induziert
werden, weil die Immuntoleranz gegenuber ,eigenen“ Tumordifferenzierungs-
antigenen durchbrochen und eine humorale, aber auch zellulare Immunantwort
gegen den Tumor induziert werden kann (33, 5). Die am besten
charakterisierten Melanom-Differenzierungsantigene sind melanosomale
Membranglykoproteine, wie z. B. die Tyrosinase, das gp75/tyrosinase-related-
protein-1 (TRP-1), das TRP-2 und das gp100/pMel17 (51). Diese Genprodukte
spielen eine wichtige Rolle bei der Pigmentierung der Haut und der
Bestimmung der Haarfarbe. An Mausen konnte beobachtet werden, dass sich
unter Einfluss der Tyrosinase pigmentlose (Albino), des gp75 braune, des
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TRP-2 eine schieferfarbene und durch gp100 sich eine silberfarbene
Fellfarbung entwickelte (17).

Diese Genprodukte kdnnen von Antikérpern und T-Zellen (CD4", CD8") erkannt
werden (37, 26, 50). In einer Studie konnte anhand von Mausen heraus-
gefunden werden, dass durch das Erkennen des humanen gp75 aufseiten des
Immunsystems direkt eine kreuzreaktive Immunitat gegeniber dem gp75 der
Mause induziert wurde. Als entscheidend erwies sich hierbei, dass die
Erkennung des murinen gp75 durch humane gp75-Antikorper eine Durch-
brechung der Immuntoleranz (B- und T-Zellen) hervorrief. Dabei erfolgte die
Immunisierung mittels einer homologen DNA-Vakzinierung. Somit konnte ein
Schutz gegen den Tumor ermoéglicht werden, ohne dabei eine Autoimmunitat zu
entfachen. Dies zeigte, dass also eine Entkopplung maoglich ist (51).

Auch in der Tiermedizin versuchte man entweder anhand einer Blockierung,
Regenerierung (Signalwege) oder einer Regulierung mancher dieser Tumor-
antigene, einen therapeutischen Effekt bei Tumoren des Hundes zu erzielen. Im
Vordergrund standen dabei auch hier die Proteine der Tyrosinase-Familie, das
gp75 (“tyrosinase-related-protein-1%, “brown-locus-protein”) und das gp100
(“silver-locus-protein”) (16, 3).

Bei anderen Haustierarten liegen derzeit keine In-vivo-Studien vor.

11.1.2  FaslL als Agens zur Behandlung des malignen Melanoms
Der sog. Fas-Ligand (FasL, CD95L, APO-1L) wird auf der Oberflache einiger
nicht-lymphoider Zellen, aber auch von mehreren Tumoren exprimiert (43, 49).
Mittels ,Priming“ (nach Induktion einer Apoptose) kdnnen Immunantworten
sowohl bei viralen Antigenen, als auch bei Tumorantigenen gesteigert werden
(2, 18). Daten belegen, dass zahlreiche Signalwege, welche eine intrinsische
Apoptose fordern, meist bei caninen Melanom-Zellen inaktiviert sind (22). Daher
suchte man nach Genen, die diese Signalwege wieder zu reaktivieren
vermogen. Man geht davon aus, dass am Primartumor lokalisierte, starke
Entzindungsreaktionen eine antitumorale Immunantwort férdern, durch welche
eine Metastasierung verhindert werden kann.
Diese Kriterien werden anscheinend durch die forcierte Uberexpression von
Fas-ligand (FasL) (siehe 3.2.6) erfullt (42). Die Bindung von Fas durch FasL
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oder anti-Fas-Antikorper, welche eine Fas-Rezeptor-Multimerisation steigern,
bewirkt eine Formation des ,death-inducing-signaling-complex” (DISC). Dieser
Komplex initiiert eine Kaskade von Ereignissen, welche zur Auslosung einer
Apoptose fuhrt. Manche Zellen verhalten sich gegenuber dieser
DISC-Formation refraktar. Dennoch kann in diesen Zellen durch die Bindung
von Fas ebenfalls eine Apoptose, durch Amplifizierung des Signals mittels einer
mitochondriellen ,Aktivierung“, induziert werden (23). Diese pro-apoptotischen
Fahigkeiten machen FasL zu einem hochst interessanten gentherapeutischen
Agens (6).

Tatsachlich sind an der Entstehung eines Tumors oft mehrere mutierte Gene
beteiligt. Auch die Anwesenheit von FasL kann bei dem malignen Lymphom
sehr heterogen sein, so dass es nicht grundsatzlich maoglich ist, eine Apoptose
zu bewirken. In einer humanmedizinischen Studie konnte z. B. eine Resistenz
von B-Zellen des Non-Hodgkin’s Lymphom gegentber einer CD95 (Fas/Apo-1)-

vermittelten Apoptose aufgezeigt werden (35).

11.1.3  Suizid-Gentherapie anhand von Herpes-simplex-Virus-Thymidin-
Kinase und Ganciclovir
Wie bereits unter 4.2.4 beschrieben wurde, werden im Rahmen einer
Suizid-Gentherapie Gene in die Tumorzelle eingeschleust, die fur bestimmte
Enzyme kodieren. Diese sollen wiederum systemisch verabreichte, ungiftige
LPro-drugs®in der transfizierten Tumorzelle in die aktive Form Uberfihren. Somit
ist es mdglich, nur bestimmte maligne Zellen zu schadigen (52). Auf diese
Weise werden allerdings nicht nur transfizierte Tumorzellen, sondern auch
genetisch unveranderte Tumorzellen, welche sich in der direkten Nachbarschaft
befinden, erreicht. Dieser ,bystander effect* wird durch Ubertragung der nun
toxischen Substanzen Uber ,gap junctions® bewerkstelligt. Zur Abtdtung ist
jedoch eine bestimmte Konzentration des Chemotherapeutikums nétig. Erst
dann gehen beide Zellarten zugrunde. Als Beispiele hierfur sind die
Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase (siehe 4.3.1.4), die Ganciclovir-
Behandlung und das Cytosin-Deaminase-Gen (plus systemischer 5-Fluoro-

cytosin-Verabreichung) zu nennen (28, 30, 14). Eine auf diese Weise
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abgetotete Tumorzelle kann nun vom Immunsystem des Patienten erkannt
werden.

Fir den klinischen Gebrauch missen Suizid-Gene in vivo speziell in
Tumorzellen freigesetzt werden. Retroviren infizieren z. B. nur sich teilende
Zellen, so dass diese mit nur einem geringen Risiko bei Tumoren des Nerven-
systems angewendet werden kdnnen. Der Wirkungseffekt hangt dabei von der
Aktivitat des Zellzyklus zum Zeitpunkt des Gentransfers ab (41). Daruber hinaus
konnen tumor-spezifische Promotoren zur direkten Induktion einer Suizid-
Genexpression verwendet werden. Hierbei ist z. B. die Tyrosinase zu nennen,

die nur von Melanozyten und Melanom-Zellen transkribiert wird (46).

1114 Unter Verwendung der humanen MHC-unabhiangigen zyto-
toxischen T-Zell-Linie TALL-104

Die klonalen humanen TALL-104 Zelllinien (TALL-104; CD3", TCRap", CD8",
CD56" und CD16°) sind mit einer einzigartig potenten und v.a. spezies-
ubergreifenden, MHC-unabhangigen, antitumoralen Aktivitdt ausgestattet.
Gesunde Zellen werden dabei kaum geschadigt. Diese Zelllinien werden vor
dem klinischen Einsatz einer sich letal auswirkenden y-Bestrahlung (40 Gy)
ausgesetzt (7, 47). In vitro wird sowohl seine Zytotoxizitat, aber auch das
Wachstum der TALL-104-Zellen durch rhlL-2 unterstutzt (8).

Unter Verwendung dieses Verfahrens mochte man limitierende Aspekte
bewaltigen, welche in der Behandlung mit patienteneigenen Effektorzellen oder
bei der exogenen Zuflhrung von Zytokinen (hohe Dosen von rhiL-2) auftreten
(8).

Am Mausmodell konnten unter Verwendung von TALL-104 partielle und
komplette Langzeitremissionen bei implantierten humanen und syngenen
Tumoren aber auch bei spontan auftretenden Tumoren dieser Tiere beobachtet
werden. Man fand heraus, dass der Transfer von TALL-104-Zellen eine

protektive antitumorale Immunitat induziert (7, 8, 47).
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11.1.5 Unter Verwendung eines attenuierten Salmonella typhimurium-
Praparates (VNP20009)

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts flihrte William Coley eine Krebstherapie
durch, welche nicht von chirurgischer Natur war, sondern auf dem Einsatz
lebender Bakterien (oder Fraktionen davon) basierte. Damals war dies von
einer hochgradigen Toxizitdt und einem Mangel an Tumorspezifitdt begleitet.
Dennoch wurde von Fallen berichtet, bei denen eine antitumorale
Immunantwort deutlich sichtbar wurde (10, 11).

Das Interesse an Bakterien als antitumorale Agentien erlosch nicht. Man
erkannte, dass bestimmte obligat, aber auch fakultativ (z. B. Salmonella
typhimurium) anaerobe Organismen die Fahigkeit besitzen, in der Mikro-
umgebung eines Tumors Kolonien zu bilden und sich zu vermehren (29, 32).
Zahlreiche Mechanismen bewirken ihren antitumoralen Effekt. Zum einen
zeigen anaerobe Organismen eine direkte Toxizitdt gegentber Tumorzellen,
welche Uber ein Typ-llI-Sekretionssystem (in vielen gramnegativen Bakterien
vorkommende hochkomplexe Multiproteinapparate) erfolgt. Dabei werden
zytotoxische Peptide direkt in das Zytoplasma der Zielzelle injiziert (15). Zum
anderen rufen sie eine nicht-spezifische Immunantwort, eine Unterdrickung
essentieller Nahrstoffe und eine Veranderung der Mikroumgebung des Tumors
hervor, welche durch die Kolonisation der Bakterien verursacht wird (44). Man
vermutet auch, dass hierbei immunmodulatorische Effekte, wie z.B. die
Stimulation von Dendritischen Zellen oder die Veranderung der Polarisation von
T-Helferzellen (Th1- oder Th2-Zellen, siehe 7.1.3), eine wichtige Rolle
einnehmen (31).

Der Tropismus anaerober Bakterien fur hypoxisches Tumorgewebe ermdoglicht
ihnen eine antitumorale Wirkung gegenuber Zellen zu entfachen, welche oft
gegenuber konventionellen Therapieformen (Chemotherapie, Radiotherapie)
eine Resistenz aufweisen. Ihre Beweglichkeit ermoglicht ihnen eine effektive
Migration und Dispersion innerhalb des Tumorgewebes, aber auch zu weiter
entfernten Orten (44). Dazu kommt, dass sich Bakterien exzellent als Vektoren
zur Genfreisetzung eignen. Dies ist bedingt durch ihr grolles Genom und durch

die sich unkompliziert erweisende Manipulationsmaoglichkeit. Auf diese Weise
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konnen Transgene, welche fur Zytokine, antiangiogene Faktoren, Enzyme und
Immunogene kodieren, eingebracht werden (45).

Als vorteilhaft erwies sich auch, dass bei Auftreten unerwiinschter
Nebenwirkungen, die bakterielle Infektion anhand von Antibiotika kontrolliert
werden kann (44).

Die attenuierte Form von S. typhimurium (VNP20009) erlaubt eine auf die
jeweilige Tierart (Maus, Hund) passende Dosierung und weist keine Tumor-
spezifitat auf, wie sie bei manchen nativen Salmonellen beobachtet wurde (44).
Dieses Praparat zeigte in verschiedenen murinen syngenen und xenogenen
Tumormodellen nach intraldsionaler und systemischer Verabreichung eine
antitumorale Aktivitat (39). Diese Wirkung kann durch Kombination mit einer

Radiotherapie signifikant gesteigert werden (34).
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11.2 Spezieller Teil

11.21 Immuntherapie bei soliden Tumoren des Hundes

Tab. 36: die Anwendung gentherapeutischer Verfahren an soliden

Tumoren des Hundes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom humane oder murine Tyrosinase
(evtl. plus hGM-CSF); 54
humanes gp100; 16
FasL; 6
hgp100-ATCV; 3

VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium) |44

Adenokarzinom des Magens Ad.CAGHSV-TK/GCV 25

Osteosarkom der GliedmaRe TALL-104-Zellen; 8,48, 47
VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium) |44

(malignes Lymphom VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium) | 44)
diverse Weichteiltumoren VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium) |44
diverse Karzinome VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium) |44
Legende:

FasL = Fas ligand; hgp100-ATCV = allogene Tumorzell-Vakzine, welche xenogenes gp100
exprimiert und ein Adenovirus als Vektor dient; hGM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierender-Faktor; AACAGHSV-TK/GCV = Komposition aus einem adenoviralen
Vektor, welcher das HSV-TK-Gen tragt und einem CAG-Promotor; S. typhimurium = Salmonella
typhimurium; () = kein solider Tumortyp
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Canines malignes Melanom:

Anhand von gentherapeutischen Verfahren konnten bei Mausen, bei Menschen
und bei Hunden mit malignem Melanom Therapieerfolge verzeichnet werden
(36, 12, 20, 21). Dennoch wurde weiterhin nach neuen immuntherapeutischen

Verfahren geforscht.

Behandlung mit xenogener humaner Tyrosinase-DNA:

Wie bereits unter 11.1.1 beschrieben wurde, bietet die Vakzinierung mit
xenogener humaner Tyrosinase-DNA eine neue spektakulare Methode zur
Behandlung des malignen Melanoms des Hundes (als Tumormodell des
Menschen).

Im Rahmen einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Sicherheit und
Wirksamkeit einer solchen Vakzinierung an 9 Hunden mit histologisch nachge-
wiesenem malignem Melanom Stadium-Il bis -IV untersucht. Die Einschluss-
kriterien dieser Studie umfassten eine Lebenserwartung von mindestens
6 Wochen, keine diagnostizierbaren Gehirnmetastasen, keine Vorbehandlung
(chirurgische Exzision, Radiotherapie und/oder Chemotherapie) in den letzten
3 Wochen vor Studienbeginn und kein Vorhandensein schwerer anderer

Erkrankungen.

Demographie der Hunde:

= 7 von 9 Hunden (78 %) waren einmalig einer chirurgischen Exzision des
Tumors unterzogen worden.

= 2 von 9 Hunden (22 %) waren mehrmalig einer chirurgischen Exzision
des Tumors unterzogen worden.

= 3 von 9 Hunden (33 %) waren einer Radiotherapie unterzogen worden.

= 5von 9 Hunden (56 %) hatten ein orales malignes Melanom.

= 3 von 9 Hunden (33 %) hatten ein malignes Melanom im Nagelbett oder

an der Ful3sohle.

1 von 9 Hunden (11 %) hatte ein intraokulares malignes Melanom.
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3 von 9 Hunden (33 %) hatten ein malignes Melanom Stadium-Il|
(Tumor: 2 - 4 cm Durchmesser, keine Lymphknotenbeteiligung).

2 von 9 Hunden (22 %) hatten ein malignes Melanom Stadium-Il|
(Tumor >4 cm oder mit Lymphknotenbeteiligung).

4 von 9 Hunden (44 %) hatten ein malignes Melanom Stadium-IV

(mit weiter entfernt liegenden Metastasen).

Jeweils 3 Hunden wurde die Vakzine in einer Dosierung von 100, 500 und

1500 pg/Injektion, 2x wdchentlich, fur insgesamt 4 Vakzinierungen intra-

muskular (Mm. semimembranosus und semitendinosus) injiziert (anhand des

CO,-angetriebenen Biojectors 2000). Die 9 Hunde erhielten im Verlauf dieser

Studie nur die Vakzinierung als Tumortherapie.

Ergebnisse:

Zum Zeitpunkt des letzten Kontrolltermins (oder zum Zeitpunkt des

Todes) wurde bei 7 von 9 Hunden (78 %) ein progressives Tumor-

wachstum dokumentiert.

Bei 2 von 9 Hunden (22 %) wurden keine diagnostizierbaren Anzeichen

eine Krankheit (NED; ,no evidence of disease”) dokumentiert.

2 Hunde mit malignem Melanom Stadium-Il zeigten im Studienverlauf ein

progressives Tumorwachstum (PD) (Uberlebenszeit nach Therapie-

beginn: 1,9 und 3,2 Monate). Todesursache bei diesen Hunden war ein

lokal-progressives Tumorwachstum.

1 Hund mit malignem Melanom Stadium-Il zeigte 2 Wochen nach der

Therapie und beim letzten Kontrolltermin eine NED (Uberlebenszeit nach

Therapiebeginn: 16,5 Monate). Todesursache bei diesem Hund war ein

Hyperadrenokortizismus.

1 Hund mit malignem Melanom Stadium-Ill wies 2 Wochen nach der

Therapie und beim letzten Kontrolltermin eine PD auf (Uberlebenszeit

nach Therapiebeginn: 1,8 Monate). Todesursache bei diesem Hund war

ein lokal-progressives Tumorwachstum.

1 Hund mit malignem Melanom Stadium-Ill zeigte 2 Wochen nach der

Therapie und beim letzten Kontrolltermin eine NED (Uberlebenszeit nach
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Therapiebeginn: 16,7 Monate). Dieser Hund verstarb an einem
hepatozellularen Karzinom.

= 2 von 4 Hunden (50 %) mit malignem Melanom Stadium-IV hatten
2 Wochen nach der Therapie und beim letzten Kontrolltermin eine PD
(Uberlebenszeit nach Therapiebeginn: 4,2 und 14 Monate). Todes-
ursache bei diesen Hunden war ein lokal-progressives Tumorwachstum
und eine progressive Metastasenbildung.
Einer der 4 Hunde (25 %) kam 2 Wochen nach der Therapie in eine
komplette Remission (CR) des Tumors, wies aber beim letzten Kontroll-
termin eine PD auf (Uberlebenszeit nach Therapiebeginn: 13 Monate).
Der 4. Hund zeigte 2 Wochen nach der Therapie einen stabilen
Krankheitsverlauf (SD) und beim letzten Kontrolltermin eine PD
(Uberlebenszeit nach Therapiebeginn: 19,6 Monate). Zum Zeitpunkt der
Evaluierung war dieser Hund noch am Leben.

= Anhand dieser Therapie wurde eine mediane Uberlebenszeit von
12,9 Monaten erzielt.

= Abgesehen von minimalen lokalen Hautreaktionen, konnten bei den

9 Hunden keine systemischen Nebenwirkungen beobachtet werden.

Obgleich diese Studie keiner Randomisierung unterlag und keine
Kontrollgruppe aufgefuhrt wurde, lassen diese Ergebnisse eine leise Hoffnung
aufkommen. Die Effektivitat einer Tyrosinase-Therapie kdnnte durchaus durch
eine vorhergehende chirurgische, chemotherapeutische (Carboplatin) oder
radiotherapeutische Behandlung gesteigert werden, da madglicherweise durch
Kontrolle des Tumorwachstums, die Wirksamkeit (hinsichtlich der Tumor-
remissionsrate und medianen Uberlebenszeit) dieser Therapie deutlich

potenziert werden kénnte (5).

Ein paar Jahre spater untersuchte man in einer verwandten prospektiven Studie
die Sicherheit und Wirksamkeit eine xenogenen Plasmid-DNA, welche
entweder fir
= humane Tyrosinase (huTyr, jeweils 3 Hunde: 100/500/1500 ug),
= fur murines gp75 (mugp75; jeweils 3 Hunde: 100/500/1500 ug),
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= fur murine Tyrosinase (muTyr, jeweils 5 Hunde: 100/500 ug),
= oder fur muTyr und/oder huGM-CSF (9 Hunde: 50 pg muTyr; jeweils
3 Hunde: 100/400/800 ug huGM-CSF; jeweils 3 Hunde: 50 pyg muTyr
plus 100/400/800 ug huGM-CSF) kodiert.
Die Vakzinierung erfolgte zweimal wochentlich (insgesamt 4 Vakzinierungen)
intramuskular. Ausschlusskriterium dieser Studie war u. a., dass die Tiere in
den 3 Wochen vor Therapiebeginn keiner anderen Behandlung (Operation,
Radiotherapie, Chemotherapie) unterzogen worden waren. Keiner der
insgesamt 55 Hunde wurde im Verlauf der Studie einer weiteren Tumortherapie
unterzogen.
Abgesehen von lokalen Depigmentierungen bei zwei Tieren und minimalen
Hautreizungen an der Injektionsstelle, konnten keine Nebenwirkungen

registriert werden.

Nach Kaplan-Meier errechnete man fur alle Hunde mit Stadium-Il bis
Stadium-1V folgendes:

= Diejenigen Hunde, welche 50 uyg muTyr erhalten hatten, lieferten eine
mediane Uberlebenszeit von von 8,0 Monaten.

= Diejenigen Hunde, welche 100/400/800 ug huGM-CSF erhalten hatten,
lieferten eine mediane Uberlebenszeit von 4,9 Monaten.

»= Diejenigen Hunde, welche muTyr/huGM-CSF erhalten hatten, lieferten
eine mediane Uberlebenszeit von >13,4 Monaten (zum Zeitpunkt der
Evaluierung nicht feststellbar, da 7 der 9 Hunde (78 %) noch am Leben
waren).

= Bei 33 Hunden (Stadium-ll und Stadium-Ill), welche im Vorfeld einer
lokoregionalen Tumorkontrolle unterzogen worden waren, konnte eine

mediane Uberlebenszeit von 18,9 Monaten erzielt werden.

Diese Studie resultierte in der Meinung, dass es sich hierbei um ungefahrliche

Verfahren handele. Als besonders effektiv erwies sich die Behandlung bei

Hunden, welche einer lokalen Tumorkontrolle unterzogen worden waren (4).

Die Ergebnisse der anderen Praparate werden nicht genannt. Zu beachten ist,

dass diese Studie keiner Randomisierung unterlag. Des Weiteren wurden keine
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Kontrollgruppen eingerichtet. Die Ergebnisse diese Studie kdnnen demnach

nicht als wissenschaftlich beweisend gewertet werden.

Behandlung mit Ad-2-hgp100:

Eine weitere Behandlungsmoglichkeit stellt die Verwendung von humanem
gp100, welches in Form einer DC-Vakzinierung verabreicht wird. Dabei werden
Dendritische Zellen (DC, gewonnen aus dem Knochenmark) ex vivo maturiert
und mit einem Vektor (Adenovirus) transduziert, der das humane Xenoantigen
(Ad-2-hgp100) exprimiert.

Dieses Verfahren wurde an 3 Hunden mit histologisch nachgewiesenem
malignen Melanom (Stadium-l; Tumordurchmesser: <2 cm) erprobt. Alle
3 Hunde waren im Vorfeld einer chirurgischen Exzision des Tumors und einer
Radiotherapie unterzogen worden.

Als Injektionsintervall wurden 30 Tage gewahlt. Die Tiere erhielten eine unter-
schiedliche Anzahl von Zellen. Dabei wurde als geringste Dosis 5x10° DC/kg
S.c. angegeben.

Obgleich ein Hund zum Zeitpunkt der Evaluierung bereits ganze vier Jahre
Uberlebt hatte (exakte Uberlebenszeit ist nicht bekannt, da dieser Hund auch
weiterhin keine Anzeichen einer Krankheit aufwies), konnte bei dem zweiten
Hund eine Uberlebenszeit von 1,8 Jahren und beim dritten Hund eine
Uberlebenszeit von 7 Monaten erzielt werden.

Diese sehr unterschiedlichen Ergebnisse konnten mdoglicherweise auf einer
mangelnden Kreuzreaktivitat basieren, wobei antigenbestimmende Faktoren
der Vakzine den antigenbestimmenden Faktoren des Wirtes ahneln.
Spezifische CD8'-T-Zellen hatten daher gegen das hgp100-Antigen agieren
sollen. Im Falle des 3. Hundes ist es jedoch, nach Meinung der Autoren, nicht
zu einer ausreichenden Aktivierung des Immunsystems gekommen.

Bei dem Hund, welcher eine Uberlebenszeit von 1,8 Jahren aufgewiesen hatte,
hegte man den Verdacht, dass die radiotherapeutische Behandlung zur

Induktion einer antitumoralen Antwort fihrte. Es ist bekannt, dass nekrotische
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oder apoptotische neoplastische Zellen in der Lage sind, eine Immunreaktion
gegen gp100 via ,cross-priming“ zu stimulieren (6).

Statistisch ist dieser Versuch zwar nicht als relevant anzusehen, dennoch
konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass es mdglich ist, canine
Dendritische Zellen aus Knochenmark-Vorlauferzellen zu gewinnen und anhand
dieser Zellen, nach Transduktion mit einem Adenovirus, einen antitumoralen

Effekt zu iniziieren (16).

Behandlung mit hgp100-ATCV:

Vor kurzem wurde von der Entwicklung einer allogenen Tumorzell-Vakzine
berichtet, wobei ein Adenovirus als Vektor dient, welcher fir xenogenes gp100
kodiert (hgp100-ATCV). Dieses Verfahren zeichnet sich praktisch durch eine
einfache Produktion und theoretisch durch die Moglichkeit der Prasentation
einer unbekannten Antigenzusammensetzung (in Kombination mit einem
bekannten xenogenen Antigen) aus. Demnach konnte auf diese Weise eine
Kreuzreaktion zwischen den xenogenen Homologa und Eigenproteinen hervor-
gerufen, die Immuntoleranz gebrochen und eine klinische antitumorale Immun-
antwort erzeugt werden.

Das Glykoprotein 100 (gp100) wird in 90 % der Falle von melanozytaren Zellen
exprimiert. Diese Tatsache macht es zu einem wichtigen Agens hinsichtlich der
Durchbrechung der Immuntoleranz und zur Induktion einer zytolytischen
T-Zell-Aktivitat (3).

Im Rahmen einer prospektiven Phase-lI-Studie wurde an 34 Hunden mit
histologisch nachgewiesenem malignem Melanom (13 Hunde mit Stadium-II,
7 Hunde mit Stadium-Ill und 14 Hunde mit Stadium-IV) die Wirksamkeit von
hgp100-ATCV erprobt (3). Dabei wiesen 25 Hunde ein orales malignes
Melanom, 8 Hunde ein subunguales malignes Melanom und 1 Hund ein
kutanes malignes Melanom auf. Keines der Tiere war einer Chemotherapie
oder chirurgischen Exzision des Tumors unterzogen worden. Die Hunde
erhielten intradermal (seitlicher Thorax) 4 Injektionen im Abstand von 1 Woche
und weitere 4 Injektionen im Abstand von 2 Wochen. Die Dosis betrug
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2x10” Zellen (hgp100-ATCV) verdiinnt in 0,2 ml NaCl-Lésung. Die Vakzinierung

wurde von allen Hunden gut vertragen.

Ergebnisse:

Bei 6 der 34 Hunde (18 %) wurde eine objektive Tumorremission festge-
stellt.

1 von 34 Hunden (3 %) zeigte eine komplette Remission (CR) des
Tumors. Der Hund mit CR war zum Zeitpunkt der Evaluierung noch am
Leben und wies eine Gesamtlberlebenszeit von 28,1 Monaten auf.
Dieser Hund hatte ein orales malignes Melanom Stadium-II.

5 von 34 Hunden (15 %) zeigten eine partielle Remission (PR) des
Tumors.

Ein Hund zeigte einen stabilen Krankheitsverlauf (SD) und war zum
Zeitpunkt der Evaluierung ebenfalls noch am Leben und wies eine
Gesamtuberlebenszeit von 28,5 Monaten auf. Dieser Hund hatte ein
subunguales malignes Melanom Stadium-II.

Es zeigte sich, dass der Hund mit CR, die 5 Hunde mit PR und der Hund
mit SD eine weitaus bessere mediane Uberlebenszeit und
progressionsfreie Zeit lieferten als die Hunde, bei denen keine Tumor-

kontrolle erreicht werden konnte (11,2 Monate vs. 3,1 Monate; p=0,0014).

Diese nicht-randomisierte Studie liefert keinen wissenschaftlich korrekten

Beweis einer Wirksamkeit. Eine Kontrollgruppe wurde nicht aufgefuhrt.

Behandlung mit FasL:

Als aulderst interessant erwies sich der Einsatz von intratumoral injiziertem

FasL in der Behandlung des malignen oralen Melanoms des Hundes als

Pendant zu dem malignen Melanom des Menschen.

Ziel dieser Studie war es in vitro, anhand einer Uberexpression von FasL in den

Tumorzellen, eine extrinsische Apoptose der Tumorzellen zu induzieren.
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In vivo sollte im Rahmen einer prospektiven Phase-I-Studie die geeignete Dosis
fur die Verabreichung von FasL herausgefunden werden. 5 Hunde mit
histologsich nachgewiesenem malignem Melanom (Stadium-IIl und -1V) wurden
dieser Behandlung unterzogen. Die Hunde erhielten einmalig peri- und
intratumoral eine Injektionsmenge von 600 uyg hFasL-GFP (gel6st in 1 mg
kationischer Liposome (Lipofectin®, Life Technologies, Bethesda, In-vivo-Lizenz
bei Roche, Palo Alto, CA)) in einem Volumen von ca. 1 ml steriler Kochsalz-
I6sung (0,9 % NaCl). Sieben Tage nach dieser Therapie wurden die Tiere
untersucht und eine Standard-Tumortherapie (chirurgische Exzision des
Tumors und/oder Bestrahlungstherapie) oder palliative Behandlung mit

Piroxicam begonnen.

Man kam zu folgenden Ergebnissen (in vivo und in vitro):
1) Die direkt peri- und intratumoral verabreichte FasL-DNA wurde als
unproblematisch bewertet. Im Beobachtungszeitraum von 7 Tagen

zeigten sich keine Nebenwirkungen.

2) 2 von 5 Hunden (40 %) wiesen eine komplette Remission des Tumors
auf. Einer dieser Hund wurde zusatzlich radiotherapeutisch behandelt
(Uberlebenszeit: 11 Monate), der zweite Hund wurde einer
Hemimandibulektomie und einer Radiotherapie unterzogen

(Uberlebenszeit: 6 Monate).

3) 2 von 5 Hunden (40 %) wiesen eine partielle Remission des Tumors auf.
Einer dieser Hund wurde zusatzlich einer chirurgischen Exzision des
Tumors unterzogen (Uberlebenszeit: 3,3 Monate) behandelt, der zweite
Hund wurde einer chirurgischen Exzision und einer Radiotherapie unter-

zogen (Uberlebenszeit: 20,5 Monate).

4) Diese Uberlebenszeiten wurden in Korrelation mit einer Expression von
FasL der Tumorzellen gesetzt. Einer der 5 Hunde erwies sich als

Fas-negativ, lebte aber nach dieser Behandlung 6 Monate.
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Der 5. Hund wurde zusatzlich mit Piroxicam behandelt und zeigte einen
sehr bdsartigen, wenig differenzierten und bereits weit fortgeschrittenen
Tumor. Man war der Meinung, dass bei diesem Hund keine Therapie

mehr moglich war. Er lebte noch 3 Wochen.

Es wurde vermutet, dass eine Expression von FasL an der Lokalisation
des Tumors zu einer Sensitivitat anderer, im Hundekorper befindlichen
Tumorzellen gegenuber einer Radiotherapie fuhrte. Es sei allerdings
auch madglich, dass auf diese Weise eine nicht-spezifische Immun- oder
Entztiindungsantwort gefoérdert wird, welche die klinische Tumorantwort
unterstutzt. Dies konnte mit Hilfe histologischer Untersuchungen

seinerzeit nicht eruiert werden.

Aufgrund der Tatsache, dass verschiedene Signalwege, die zur Induktion
einer intrinsischen Apoptose nétig sind, beim caninen Melanom in
inaktiver Form vorliegen (22), entschied man sich, eine extrinsische
Apoptose unter Verwendung von FasL mittels einer Uberexpression zu
fordern. In allen 5 Fas-positiven caninen Melanom-Zelllinien konnte eine
Apoptose induziert werden. Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine

Fas-negative Zelllinie gegenlber einer Apoptoseninduktion als resistent.

Dennoch resultierte diese Studie in der Meinung, dass durch ,priming” von
Immunzellen mit apoptotischen Tumorzellen eine antitumorale Immunantwort
gesteigert werden kdénne und dass sich eine FaslL-Uberexpression zur
Forderung einer Apoptose Fas-positiver caniner Melanome eigne. In vivo wurde
die peri- und intratumorale Applikation von FasL als gefahrlose Route zur

therapeutischen Gen-Freisetzung beurteilt (6).

Behandlung mit VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium):

In einer anderen prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirkung des

VNP20009-Praparates (attenuiertes Salmonella typhimurium) an 41 Hunden mit
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7 verschiedenen histologisch nachgewiesenen Tumortypen getestet. 11 der
41 Hunde hatten ein malignes Melanom.

Die 41 Tiere wiesen entweder ein sehr weit fortgeschrittenes Tumorstadium auf
oder waren bereits einer Tumortherapie unterzogen worden, welche sich jedoch
in diesen Fallen als wirkungslos erwiesen hatte (24 Hunde: chirurgische
Exstirpation des Tumors; 9 Hunde: Radiotherapie; 8 Hunde: Chemotherapie;
6 Hunde: Immuntherapie).

Man verabreichte diesen Hunden VNP20009 ein- bis zweimal wochentlich in
Form einer Infusion (Dosierung: 1,5x10° CFU/kg - 1x10® CFU/kg, (iber
30 Minuten bis zu 4 Stunden). Als Hochstdosis wurden 3x10” CFU/kg festgelegt,
da sich hierbei eine dosislimitierende Toxizitat in Form von Fieber und Vomitus
zeigte. Bei einigen Patienten wurde eine Linksverschiebung neutrophiler
Granulozyten und eine erhdhte Aktivitat der hepatischen Serum-Transaminase
im peripheren Blut nachgewiesen. Diese wurden allerdings weder als
dosislimitierend angesehen, noch als Krankheitssymptom gewertet.

Nach dieser Behandlung konnte bei 2 Hunden mit metastasierenden malignen
Melanomen eine komplette Remission des Tumors dokumentiert werden. Ein
weiterer Hund zeigte eine partielle Remission des Tumors.

Die mediane Uberlebenszeit war bei den Hunden (von insgesamt 41 Hunden),
welche einer CR, PR oder SD aufwiesen, gegenuber den Tieren mit pro-
gressivem Krankheitsverlauf signifikant verlangert (7,8 Monate vs. 1,7 Monate;
p=0,0094).

Dennoch schien die Kolonisationsrate weder mit der biologischen Aktivitat, noch
mit der verabreichten Dosis zu korrelieren.

Es ist denkbar, dass der attenuierte LPS-Anteil von VNP20009 zur Entwicklung
einer nicht-spezifischen antitumoralen Wirkung (z. B. durch Induktion des
TNF-a) beitragt (44).

Anhand dieser Studie konnte keine Wirksamkeit nachgewiesen werden. Die
Studie unterlag weder einer Randomisierung, noch wurde eine Kontrollgruppe
eingerichtet. Damit ein therapeutischer Einsatz moglich wird, muissen noch
weitere Studien mit definierten Patientengruppen und festgelegter Dosis

stattfinden.
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Canines Magen-Adenokarzinom (induziert):

Behandlung mit Ad.CAGHSV-TK/GCV:

Im Rahmen eines Tierversuchs wurde anhand einer Suizid-Gentherapie die
Wirkung der Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase (HSV-TK) und des
Ganciclovir (GCV) an Hunden mit Magentumoren (Adenokarzinome) erprobt.
Die Adenokarzinome waren durch die Verabreichung von N-Ethyl-N’-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (ENNG) induziert worden.

Ziel dieser Studie war es zum einen, die Effektivitdt von Retroviren und von
Adenoviren als Vektoren im Rahmen dieses Gentransfers zu untersuchen.
Dabei wurde ein Escherichia coli (E. coli)-lacZ-Markergen in Kombination mit
einem CAG-Promotor verwendet. Dieses wurde in Verbindung mit dem jewei-
ligen viralen Vektor in den Tumor eingebracht (z. B. Ad.CAGlacZ2).

Zum anderen wollte man Informationen Uber die Effektivitdt dieser
Suizid-Gentherapie in situ anhand eines adenoviralen Vektors, welcher das
HSV-TK-Gen tragt (mit nachfolgender intravendser Applikation von GCV;
HSV-TK/GCV), bekommen.

Man kam zu folgenden Ergebnissen:

1) Nach intratumoraler Injektion des retroviralen Vektors konnte nur ein sehr
geringer Gentransfer, der sich auf die Injektionsstelle beschrankte,
beobachtet werden. Im restlichen Tumorgewebe konnte keine Aktivitat
registriert werden. Das Tumorgewebe veranderte sich weder in
makroskopischer noch histologischer Hinsicht. Es entstand der Verdacht,
dass das Fehlschlagen dieser Therapie auf der Natur des Tumors

(fehlende Kapsel, hohe Replikationsrate der Mukosazellen) beruhe.

2) Unter Verwendung eines adenoviralen Vektors (Ad.CAGlacZ) konnte
auch in anderen Tumorarealen eine Aktivitat erzielt werden. Dieser
Vektor wurde auch in regionale Lymphknoten des Magens injiziert. Es
konnten weder in den regionalen Lymphknoten des Magens, noch in
anderen Organen (z.B. Leber, Niere, Hoden) makroskopische und

histologische Veranderungen festgestellt werden.
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3) Nach Applikation von Ad.CAGHSV-TK (1,6x10° pfu/Tier) fiihrte man eine
Behandlung mit GCV (50 mg/kg/d; 2xtaglich fur 3 Tage) durch.
Demzufolge konnte man ein Degeneration des Gewebes mit
Vakuolisierung der Tumorzellen, welche einen pyknotischen Zellkern
aufwiesen, und eine Hamorrhagie im Umfeld der Injektionsstelle

beobachten.

4) Nach einer viertdgigen Behandlung wurde zusatzlich eine Koagulation
eosinophiler Zellen, eine massive Hamorrhagie und eine hochgradige
Infiltration von Entzindungszellen im ganzen Tumor festgestellt. Diese
Vorgange konnten auch in allen regionalen Lymphknoten beobachtet
werden. In Leber, Milz, Niere, Lunge und Hoden konnten histologisch
weder Metastasen, noch anderweitige abnormale Veranderungen
registriert werden. Nach dieser Behandlung (Ad.CAGHSV-TK/GCV)
wurde eine deutliche Erhdéhung der Leberwerte beobachtet. Eine

signifikante renale Toxizitat zeigte sich nicht (25).

Es ist bekannt, dass die Genexpression adenoviraler Vektoren in den ersten
12 Stunden post injectionem relativ gering ist. Das Maximum wird erst nach
24 - 36 Stunden erreicht (40). Die Halbwertszeit des phosphorylierten GCV
(toxischer Metabolit) betragt in der Zelle 18 - 24 Stunden (13). Demnach ist die
Entwicklung einer akuten Toxizitat nicht ausgeschlossen und sollte in der
Erforschung dieses Therapieverfahrens bedacht werden. Als problematisch
konnte sich auch die Entwicklung einer Immunitat gegenuber adenoviralen
Vektoren darstellen.

Tierversuche dieser Art sind in der Regel abzulehnen. Dennoch muss
angemerkt werden, dass die Erforschung dieser Therapie zur Behandlung von
Magen-Adenokarzinomen (Neigung zur Metastasierung in Lymphknoten, aber
auch in Leber, Lunge und Knochen; Induktion einer karzinomatdsen Peritonitis
(24)), eventuell eine Moglichkeit darstellen wird, diesen Tumor bei Hund und

Mensch zu besiegen.
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Canines Osteosarkom:

Behandlung mit der Zelllinie TALL-104:

Da auch das Osteosarkom des Hundes dem des Menschen sehr ahnlich ist,
entschied man sich, die Wirksamkeit der Zelllinie TALL-104 am Hundemodell zu
erproben (8, 47, 48). 23 Hunde gingen in diese Studie ein. Im Vorfeld wurden
alle Hunde einer Amputation der betroffenen Gliedmale (bzw. Gliedmalen-
abschnittes) unterzogen. Daraufhin erhielten 22 der 23 Hunde innerhalb der
nachsten 24 Stunden eine Chemotherapie (Cisplatin 60 mg/m? i.v. plus saline
Diurese). Die Chemotherapie wurde Uber 1 -4 Zyklen in einem dreiwdchigen
Intervall durchgefuhrt. Nach Beendigung der Chemotherapie wurden alle Hunde
auf Metastasen untersucht. Konnten keine klinischen Anzeichen einer Meta-
stasierung gefunden werden, wurden die Hunde flr die Behandlung mit
TALL-104-Zellen zugelassen. Die TALL-104-Injektionen erfolgten intravends in
einer Dosierung von 102 Zellen/kg (geldst in einer salinen Lésung) in Form einer
Infusion Uber 30 Minuten an 5 aufeinander folgenden Tagen. Danach wurden
im monatlichen Abstand an 2 aufeinander folgenden Tagen TALL-104-Zellen in
Form einer Boosterung (bei gleicher Dosierung) verabreicht. Insgesamt
erhielten die Tiere jeweils 9 Injektionen.

Wahrend und nach den Injektionen wurden bei manchen Hunden
Nebenwirkungen in Form einer akuten Toxizitat (Fieber, Schuittelfrost, Diarrhd,
Vomitus und Hypotension) dokumentiert.

Diese Nebenwirkungen konnten allerdings durch eine ahnliche Studie nicht
belegt werden, da hier keine signifikanten Nebenwirkungen weder auf klinischer,
noch auf labordiagnostischer Ebene auftraten. Dabei ist allerdings zu bemerken,
dass in dieser Studie die Hunde von Anfang an eine Immunsuppression

(Cyclosporin A) erhielten (8).
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Ergebnisse:
= 11 der 23 Hunde (47,8 %) entwickelten nach 4,1 bis 21,5 Monaten Meta-
stasen.

= 2 der 23 Hunde (8,7 %) entwickelten nach 4 bzw. 5,9 Monaten eine
schwere Discopathie (1 Hund) und eine progressive Neuropathie
(1 Hund). Sie wurden auf Wunsch ihrer Besitzer euthanasiert.

= 10 der 23 Hunde (43,5 %) waren zum Zeitpunkt der Evaluierung am
Leben, wobei 1 Hund ab dem 9. Monat Lungenmetastasen aufwies, aber
insgesamt 13 Monate (nach Operation) Uberlebte.

= Die 9 restlichen Hunde wiesen keine Krankheitsanzeichen im Zeitraum
von 12,1 bis 29,5 Monaten (nach Operation) auf.

= 1 der 23 Hunde (4,3 %) lebte noch 2,3 Jahre ohne Anzeichen einer
Krankheit. Dieser Hund hatte nach der Amputation nur die ersten
5 Injektionen erhalten.

= Als mediane Uberlebenszeit aller teilnehmenden Hunde konnten

11,5 Monate und als mediane tumorfreie Zeit 9,8 Monate erzielt werden.

Man war der Auffassung, dass als Parameter der Effektivitat dieser Therapie,
im Vergleich zu anderen Standardtherapieformen, nur die mediane tumorfreie
Zeit in Betracht gezogen werden konne. Demnach konnte nur eine Steigerung
von 7 - 7,5 Monaten auf 9,8 Monaten bewirkt werden.
Mdglicherweise konnte sich die Applikation einer einzelnen hohen Dosis,
anstelle von mehreren niedrig dosierten Injektionen, als effektiver erweisen.
Alle Hunde entwickelten Antikdrper gegen die TALL-104-Zellen (im Zeitraum
von 10 - 15 Tagen nach der ersten Injektion). Nach 30 Tagen wurde ein Plateau
erreicht, welches auch noch nach 2 Jahren messbar war.
Auf zellularer Ebene konnte ein signifikanter Anstieg der NK-Aktivitat wahrend
und nach der Behandlung mit TALL-104 und vor einer Rezidiventwicklung
beobachtet werden (p<0,01). Dieser Anstieg wurde bereits zu einem Zeitpunkt
offensichtlich, an dem unter Verwendung einer Standarddiagnostik
(z. B. Rontgen) keine klinischen Anzeichen einer Rezidiventwicklung (Meta-
stasen) erkannt werden konnten. Dennoch sollte man dieser Beobachtung nur
in vitro eine prognostische Bedeutung zu sprechen (48).
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Behandlung mit VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium):

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirkung des VNP20009-
Praparates (attenuiertes Salmonella typhimurium) an 41 Hunden mit
7 verschiedenen histologisch nachgewiesenen Tumortypen getestet (siehe
11.2.1 ,canines malignes Melanom®). 4 der 41 Hunde hatten ein Osteosarkom.
Nach dieser Behandlung konnte bei 1 von 4 Hunden mit metastasierendem

Osteosarkom eine partielle Remission des Tumors erzielt werden (44).

Canines Mamma-Adenokarzinom:

Behandlung mit der Zelllinie TALL-104:

Bei einem Hund mit Mamma-Adenokarzinom konnte nach der Verabreichung
von TALL-104-Zellen eine Reduktion der grof3ten Lungenmetastasen um 50 %
beobachtet werden. Der Hund verstarb innerhalb von 10 Wochen. Dennoch
vertrat man die Meinung, dass diese Therapie bei Hunden mit einem kleineren

Tumor effektiv sein konnte (47).

Canines malignes Lymphom

Beim malignen Lymphom handelt es sich nicht um einen soliden Tumor.
Dennoch soll dieser Tumor an dieser Stelle erwahnt werden.
Behandlung mit der Zelllinie TALL-104:

Das canine maligne Lymphom wurde fir eine Therapie mit TALL-104-Zellen als
ungeeignet beurteilt, da hier keine signifikante antitumorale Immunantwort

induziert werden konnte (8).
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Behandlung mit VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium):

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirkung des
VNP20009-Praparates (attenuiertes Salmonella typhimurium) an 41 Hunden mit
7 verschiedenen histologisch nachgewiesenen Tumortypen getestet (siehe
11.2.1 ,canines malignes Melanom®). 2 von 41 Hunden hatten ein malignes
Lymphom.

Nach dieser Behandlung konnte bei einem der beiden Lymphom-Hunde eine
komplette Remission des Tumors dokumentiert werden (44). Eine Uberlebens-

zeit und tumorfreie Zeit ist nicht bekannt.

Canine Weichteiltumoren und Karzinome:

Behandlung mit VNP20009 (attenuiertes S. typhimurium):

In einer prospektiven Phase-I-Studie wurde die Wirkung des
VNP20009-Praparates (attenuiertes Salmonella typhimurium) an 41 Hunden mit
7 verschiedenen histologisch nachgewiesenen Tumortypen getestet (siehe
11.2.1 ,canines malignes Melanom®) (44).
24 von 41 Hunden hatten folgende Tumoren:
= 16 der 41 Hunde hatten einen Weichteiltumor (hier definiert als:
8 anaplastische/undifferenzierte Sarkome, 5 Fibrosarkome, 1 Rhabdo-
myosarkom, 1 Hadmangioperizytom, 1 Myxosarkom),
= 5 der 41 Hunde hatten ein Karzinom (1 Schilddrisenkarzinom,
1 Karzinom der Cerumendrise im Gehdérgang, 1 Adenokarzinom der
Tonsillen),
= 2 der 41 Hunde hatten ein Hdmangiosarkom,

= und 1 der 41 Hunde hatte einen Mastzelltumor.

Nach dieser Behandlung konnte bei:
= bei 1 von 16 Hunden (6 %) mit Weichteiltumoren eine komplette

Remission des Tumors erzielt werden,
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bei 3 von 16 Hunden (19 %) mit Weichteiltumoren ein stabiler Krank-
heitsverlauf (SD) dokumentiert werden,
und bei 1 von 5 Hunden (20 %) mit Karzinomen ein SD dokumentiert

werden.
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Zusammenfassung

Tab. 37: Behandlungsansatze mit anderen gentherapeutischen Verfahren

an soliden Tumoren des Hundes

Tumor: Therapieansatz: Referenz:
malignes Melanom humane oder murine Tyrosinase
(evtl. plus hGM-CSF); 54
humanes gp100; 16
FasL; 6
hgp100-ATCV; 3

VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 44

Adenokarzinom des Magens Ad.CAGHSV-TK/GCV 25

Osteosarkom der GliedmaRe TALL-104-Zellen; 8,48, 47
VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 44

(malignes Lymphom VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 44)
diverse Weichteiltumoren VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 44
diverse Karzinome VNP20009 (atttenuiertes S. typhimurium) | 44
Legende:

FasL = Fas ligand; hgp100-ATCV = allogene Tumorzell-Vakzine, welche xenogenes gp100
exprimiert und ein Adenovirus als Vektor dient; hGM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierender-Faktor; AACAGHSV-TK/GCV = Komposition aus einem adenoviralen
Vektor, welcher das HSV-TK-Gen tragt und einem CAG-Promotor; S. typhimurium = Salmonella
typhimurium; () = kein solider Tumortyp

Eine Vakzinierung gegen Differenzierungsantigene (z. B. die Tyrosinase, das
gp75/tyrosinase-related-protein-1 (TRP-1), das TRP-2 und das gp100/pMel17
(51)) gestaltet sich als weitaus schwieriger, da es sich hier um koérpereigene
Proteine der Tumorzellen handelt. Aus diesem Grund werden Xxenogene
Antigene oder xenogene DNA verwendet, die eine Homologie zu den
Tumorantigenen aufweisen. Es kann dadurch eine Immunantwort hervorgerufen

werden, da die Immuntoleranz gegenuber ,eigenen® Tumordifferenzierungs-
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antigenen durchbrochen und eine humorale, aber auch zelluldare Immunantwort
gegen den Tumor induziert wird (33, 5).

Demnach versuchte man auch in vivo anhand dieser Verfahrensweisen (mittels
muriner Tyrosinase; muriner Tyrosinase in Kombination mit humanem GM-CSF;

humanem gp100 und hgp100-ATCV) einen Effekt am caninen malignen

Melanom zu erzielen (5, 4, 16, 3).

Weitere Daten belegen, dass zahlreiche Signalwege, welche eine intrinsische
Apoptose fordern, meist in den Tumorzellen des caninen malignen Melanoms
inaktiviert sind. Auf der Induktion dieser Signalwege basiert die Anwendung von

FasL als Agens zur Behandlung des caninen malignen Melanoms (6).

Im Rahmen einer Suizid-Gentherapie werden Gene in die Tumorzelle
eingeschleust, welche fir bestimmte Enzyme kodieren. Diese sollen wiederum
systemisch verabreichte, ungiftige ,,pro-drugs®in der transfizierten Tumorzelle in
die aktive Form Uberfuhren. So ist es moglich, nur bestimmte maligne Zellen zu
schadigen (52). Auf diese Weise werden nicht nur transfizierte Tumorzellen,
sondern auch genetisch unveranderte Tumorzellen erreicht, die sich in der
direkten Nachbarschaft befinden. Dieser ,bystander effect® wird durch
Ubertragung der nun toxischen Substanzen Uber ,gap junctions* bewerkstelligt
(28, 30, 14).

Ein derartiges Verfahren zeigte Erfolge in der Behandlung eines induzierten

caninen Adenokarzinoms des Magens. Hierbei wurde ein Praparat verwendet,

welches aus der Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase und Ganciclovir
besteht. Als Genfahre diente ein Adenovirus (Ad. CAGHSV-TK/GCV) (25).

Auch klonale humane TALL-104-Zelllinien (TALL-104; CD3*, TCRap*, CD8",
CD56" und CD16°) sind mit einer potenten und v. a. spezies-Ubergreifenden
MHC-unabhangigen antitumoralen Aktivitat ausgestattet. Gesunde Zellen

werden dabei kaum geschadigt. Am caninen Osteosarkom der Gliedmalie

konnte bereits eine Wirksamkeit dieser Therapie beobachtet werden (8, 48, 47).

Im Kampf gegen den Krebs weisen auch anaerobe Bakterien ein hohes
therapeutisches Potential auf, wobei zahlreiche Mechanismen ihren antitumo-
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ralen Effekt bewirken. Zum einen zeigen sie eine direkte Toxizitdt gegenluber
Tumorzellen, da zytotoxische Peptide direkt in das Zytoplasma der Zielzelle
injiziert werden (15). Zum anderen rufen sie eine nicht-spezifische
Immunantwort, eine Unterdrickung essentieller Nahrstoffe und eine Ver-
anderung der Mikroumgebung des Tumors hervor, welche durch die
Kolonisation der Bakterien verursacht wird.

In diesem Zusammenhang konnte einem attenuierten Salmonella typhimurium-

Préparat (attenuiertes VNP20009) eine Wirkung am Beispiel caniner Weichteil-

tumoren (Studiendefinition siehe 11.2.1), des caninen malignen Melanoms, des

caninen Karzinoms, des caninen Osteosarkoms und des caninen malignen

Lymphoms dokumentiert werden (44).

-315-



Quellenverzeichnis

Unter Verwendung anderer gentherapeutischer Verfahren

Quellenverzeichnis

10

11

Abbas, A.K;; In: Abbas, A.K., A.H. Lichtman, J.S. Pober (Hrsg.); Cellular
and molekular immunology. Chapter 17, WB Saunders, Philadelphia, 2005,
pp. 391-410.

Albert, M.L., B. Sauter, J.N. Bhardwa; Dentritic cells acquire antigen from
apoptotic cells and induce class I-restricted CTLs. Nature, 1998, 392: 86-89.

Alexander, A.N., M.K. Huelsmeyer, A. Mitzey, R.R. Dubielzig,
I.D. Kurzman, E.G. MacEwen, D.M Vail; Development of an allgeneic
whole-cell tumor vaccine expressing xenogeneic gp100 and its
implementation in a phase Il clinical trial in canine patients with malignant
melanoma. Cancer Immunol. Immunother., 2006, 55: 433-442.

Bergman, P.J., M.A. Camps-Palau, J.A. McKnight, N.F. Leibman,
D.M. Craft, C. Leung, J. Liao, I. Riviere, M. Sadelain, A.E. Hohenhaus,
P. Gregor, A.N. Houghton, M.A. Perales, J.D. Wolchok; Development of
a xenogeneic DNA vaccine program for canine malignant melanoma at the
Animal Medical Center. Vaccine, May 2006, 24(21): 4582-4585.

Bergman, P.J., J. McKnight, A. Novosad, S. Charney, J. Farrelly,
D. Craft, M. Wulderk, Y. Jeffers, M. Sadelain, A.E. Hohenhaus, N. Segal,
P. Gregor, M. Engelhorn, I. Riviere, A.N. Houghton, J.D. Wolchok;
Long-Term survival of dogs with advanced malignant melanoma after DNA
vaccination with Xenogeneic Human Tyrosinase: A phase | trial. Clin.
Cancer Res., April 2003, 9: 1284-1290.

Bianco, S.R., J. Sun, S.P. Fosmire, K. Hance, M.L. Padilla,
M.G. Ritt, D.M. Gethy, R.C. Duke, S.J. Withrow, S. Lana,
D.T. Matthiesen, S.W. Dow, D. Bellgrau, G.R. Cutter, S.C. Helfand,
J.F. Modiano; Enhancing antimelanoma immune responses through
apoptosis. Cancer Gene Ther., 2003, 10: 726-736.

Cesano, A., S. Visonneau, S.C. Clark, D. Santoli; Cellular and molekular
mechanisms of activation of MHC non-restricted cytotoxic cells by IL-12. J.
Immunol., 1993, 151: 2943-2957.

Cesano, A, S. Visonneau, K.A. Jeglum, J. Owen,
K. Wilkinson, K. Carner, L. Reese, D. Santoli; Phase | clinical trial with a
human major histocompatibility complex nonrestricted cytotoxic T-cell line
(TALL-104) in dogs with advanced tumors. Cancer Res., July 1996, 56(13):
3021-3029.

Chu, R.S., O.S. Targoni, A.M Krieg, P.V. Lehmann, C.V. Harding;
CpG oligodeoxynucleotides act as adjuvants that switch on T helper 1 (Th1)
immunity. J. Exp. Med., 1997, 186: 1623-1631.

Coley, W.B.; Late results of the treatment of inoperable sarcoma by mixed
toxins of Erysipelas and Bacillus prodigosus. Am. J. Med. Sci., 1906, 131:
375-430.

Coley, W.B.; The treatment of malignant tumors by repeated inoculations of
erysipelas. With a report of ten original cases (1893). Clin. Orthop. 1991,
262: 3-11.

- 316 -



12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Quellenverzeichnis

Unter Verwendung anderer gentherapeutischer Verfahren

Dow, S.W., R.E. Elmslie, A.P. Willson, L. Roche, C. Gorman, T.A. Potter;
In vivo tumor transfection with superantigen plus cytokine genes induces
tumor regression and prolongs survival in dogs with malignant melanoma. J.
Clin. Invest., June 1998, 101(11): 2406-2414.

Freeman, S.M., K.A. Whartenby, J.L. Freeman, C.N. Abboud,
A.J. Marrogi; In situ use of suicide genes for cancer therapy. Semin. Oncaol.,
1996, 23: 31-45.

Freytag, S.0., M. Khil, H. Stricker, J. Peabody, M. Menon, M. DePeralta-
Venturina, D. Nafziger, J. Pegg, D. Paielli, S. Brown, K. Barton, M. Lu,
E. Aguilar Cordova, J.H. Kim; Phase | study of replication-competent
adenovirus-mediated double suicide gene therapy for the treatment of
locally recurrent prostate cancer. Cancer Res., 2002, 62(17): 4968-4976.

Galan, J.E., A. Collmer; Type lll secretion machines: bacterial devices for
protein delivery into host cells. Science, 1999, 284: 132-138.

Gyorffy, S., J.C. Rodriguez-Lecompte, J.P. Woods, R. Foley,
S. Kruth, P.C.Y. Liaw, J. Gauldie; Bone marrow-derived dentritic cell
vaccination of dogs with naturally occurring melanoma by using human
gp100 Antigen. J. Vet. Intern. Med., 2005, 19: 56-63.

Hearing, V.J., K. Tsukamoto; Enzymatic control of pigmentation in
mammals. FASEB J., 1991, 5: 2902-2909.

Henry, F., O. Boisteau, L. Bretaudeau, B. Lieubeau, K. Meflah,
M. Gregoire; Antigen-presenting cells that phagocytose apoptotic tumor-
derived cells are potent tumor vaccines. Cancer Res., 1999, 59: 3329-3332.

Houghton, A.N., M. Eisinger , A.P. Albino, J.G. Cairncross,
L.J. Old; Surface antigens of melanocytes and melanomas. Markers of
melanocyte differentiation and melanoma subsets.

J. Exp. Med., 1982, 156: 1755-1766.

Houghton, A.N., J.S. Gold, N.E. Blanchere; Immunity against cancer:
lessons learned from melanoma. Curr. Opin. Immunol., 2001, 13: 134-140.

Kim, C.J., S. Dessureault, D. Gabrilovich, D.S. Reintgen, C.L Slingluff,
Jr.; Immunotherapy for melanoma. Cancer Control., 2002, 9(1): 22-30.

Koenig, A., S.R. Bianco, S. Fosmire, J. Wojcieszyn, J.F. Modiano;
Expression and significance of p53, rb, p21/waf-1, p16/ink-4°, and PTEN
tumor suppressors in canine melanoma.

Vet. Pathol., 2002, 39(4): 458-472.

Krammer, P.H.; CD95’s deadly mission in the immune system. Nature,
2000, 407: 789-795.

Kurihara, M.; Inducement of canine gastric cancer by N-ethyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine (ENNG). Gastric Cancer, 1998, 1: 95-103.

-317 -



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Quellenverzeichnis

Unter Verwendung anderer gentherapeutischer Verfahren

Matsukura, N., A. Hoshino, T. Igarashi, H. Hasegawa,
T. Okino, M. Onda, O. lijima, K. Akiyama, T. Goto, K. Takubo, S. Suzuki,
T. Shimada; /n situ gene transfer and suicide gene therapy of gastric
cancer induced by N-Ethyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidine in dogs. Jpn. J.
Cancer Res., Sept. 1999, 90: 1039-1049.

Merimsky, O., E. Baharav, Y. Shoenfeld, S. Chaitchik, R. Tsigelman,
D. Cohen-Aloro, P. Fishman; Anti-tyrosinase antibodies in malignant
melanoma, Cancer Immunol. Immunother., 1996, 42: 297-302.

Moelling, K.; DNA for genetic vaccination and therapy. Cytokines Cell. Mol.
Ther., 1997, 3: 127-135.

Moolten, F.L., J.M. Wells; Curability of tumors bearing herpes thymidine
kinase genes transferred by retroviral vectors. J. Natl. Cancer Inst., 1990,
82(4): 297-300.

Mose, J.R., G. Mose; Oncolysis by Clostridia. 1. Activity of Clostridium
butyricum (M-55) and other non-pathogenic Clostridia against the Ehrlich
carcinoma. Cancer Res., 1964, 24: 212-216.

Mullen, C.A., M. Kilstrup, R.M. Blaese; Transfer of the bacterial gene for
cytosine deaminase to mammalian cells confers lethal sensitivity to 5-
fluorocytosine: a negative selection system. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,,
1992, 89(1): 33-37.

Norimatsu, M., V. Chance, G. Dougan, C.J. Howard, B. Villarreal-
Ramos; Live Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium)
elicit dentritic cell response that differ from those induced by killed S.
Typhimurium. Vet. Immunol. Immunopathol., April 2004, 98(3-4): 193-201.

Pawelek, J.M., K.B. Low, D. Bermudes; Tumor-targeted Sa/monella as a
novel anticancer vector. Cancer Res., 1997, 57: 4537-4544.

Perales, M.A., N.E. Blachere, M.E. Engelhorn, C.R. Ferrone, J.S. Gold,
P.D. Gregor, G. Noffz, J.D. Wolchok, A.N. Houghton; Strategies to
overcome immune ignorance and tolerance. Semin. Cancer Biol., 2002, 12:
63-71.

Platt, J., S. Sodi, M. Kelley, S. Rockwell, D. Bermudes, K.B. Low, J.
Pawelek; Antitumor effects of genetically engineered Salmonella in
combination with radiation. Eur. J. Cancer, Dec. 2000, 36(18): 2397-2402.

Plumas, J., M.-C. Jacob, L. Chaperot, J.-P. Molens, J.-J. Sotto,
J.-C. Bensa; Tumor B cells from non-hodgkin’s lymphoma are restistant to
CD95 (Fas/Apo-1)-mediated apoptosis. Blood, April 1998, 91(8): 2875-2885.

Quintin-Colonna, F., P. Devauchelle, D. Fradelizi, B. Mourot, T. Faure,
P. Kourilsky, C. Roth, M. Mehtali; Gene therapy of spontaneous canine
melanoma and feline fibrosarcoma by intratumoral administration of
histoincompatible cells expressing human interleukin-2. Gene Ther., Dec.
1996, 3(12): 1104-1112.

- 318 -



37

38

39

40

4

42

43

44

45

46

47

48

Quellenverzeichnis

Unter Verwendung anderer gentherapeutischer Verfahren

Robbins, P.F., M. ElI-Gamil, Y. Kawakami, E. Stevens, J.R. Yannelli,
S.A. Rosenberg; Recognition of tyrosinase by tumor-infiltrating
lymphocytes from a patient responding to immunotherapy. Cancer Res.,
1994, 54: 3124-3126.

Roman, M., E. Martin-Orozco, J.S. Goodman, M.D. Nguyen, Y. Sato,
A. Ronaghy, R.S. Kornbluth, D.D. Richman, D.A. Carson, E. Raz;
Immunostimulatory DNA sequences function as T helper-1-promoting
adjuvants. Nat. Med., 1997; 3: 849-854.

Rosenberg, S.A., P.J. Spiess, D.E. Kleiner; Antitumor effects in mice of
the intravenous injection of attenuated Salmonella typhimurium. J.
Immunother., 2002, 25: 218-25.

Roth, J.A., D. Nguyen, D.D. Lawrence, B.L. Kemp, C.H. Carrasco,
D.Z. Ferson, W.K. Hong, R. Komaki, J.J. Lee, J.C. Nesbitt, K.M. Pisters,
J.B. Putnam, R. Schea, D.M. Shin, G.L. Walsh, M.M. Dolormente,
C.l. Han, F.D. Martin, N. Yen, K. Xu, L.C. Stephens, T.J. McDonnell,
T. Mukhopadhyay, D. Cai; Retrovirus-mediated wild-type p53 gene
transfer to tumors of patients with lung cancer. Nat. Med., 1996, 2: 985-991.

Schmidt-Wolf, G.D., I.G.H. Schmidt-Wolf; Cancer and gene therapy. Ann.
Hematol., 1996, 73: 207-218.

Simon, A.K., A. Gallimore, E. Jones, B. Sawitzki, V. Cerundolo,
G.R. Screaton; Fas ligand breaks tolerance to self-antigens and induces
tumor immunity mediated by antibodies. Cancer Cell., 2002, 2(4): 315-322.

Takahashi, T., M. Tanaka, J. Inazawa, T. Abe, T. Suda, S. Nagata;
Human Fas ligand: gene structure, chromosomal location and species
specificity. Int. Immunol., 1994, 6: 1567.

Thamm, D.H.; Systemic administration of an attenuated, tumor-targeting
Salmonella typhimurium to dogs with spontaneous neoplasia: Phase |
evaluation. Clin. Cancer Res., July 2005; 11(13): 4827-4834.

Tjuvajev, J., R. Blasberg, X. Luo, L.M. Zheng, I. King, D. Bermudes;
Salmonella-based tumor-targeted cancer therapy: tumor amplified protein
expression therapy (TAPET) for diagnostic imaging. J. Control Release, July
2001, 74(1-3): 313-315.

Vile, R.G,, I.R. Hart; Use of tissue-specific expression of the herpes simplex
virus thymidine kinase gene to inhibit growth of established murine
melanomas following direct intratumoral injection of DNA. Cancer Res.,
1993, 53: 3860-3864.

Visionneau, S., A. Cesano, K.A. Jeglum, D. Santoli; Adoptive therapy of
canine metastatic mammary carcinoma with the human MHC non-restricted
cytotoxic T-cell line TALL-104. Oncol. Rep., Nov.-Dec. 1999, 6(6): 1181-
1188.

Visionneau, S., A. Cesano, K.A. Jeglum, D. Santoli; Adjuvant treatment
of canine osteosarcoma with the human cytotoxic T-cell line TALL-104.
Clinical Cancer Res., July 1999, 5: 1868-1875.

-319 -



49

50

51

52

Quellenverzeichnis
Unter Verwendung anderer gentherapeutischer Verfahren

Walker, P.R., P. Saas, P.Y. Dietrich; Tumor expression of Fas ligand
(CD95L) and the consequences. Curr. Opin. Immunol. 1998, 10: 564.

Wang, R.-F., E. Appella, Y. Kawakami, X. Kang, S.A. Rosenberg;
Identification of TRP-2 as a human tumor antigen recognized by cytotoxic T
lymphocytes. J. Exp. Med., 1996, 184: 2207-2216.

Weber, L.W., W.B., Bowne, J.D. Wolchok, R. Srinivasan, J. Qin,
Y. Moroi, R. Clynes, P. Song, J.J. Lewis, A.N. Houghton; Tumor
immunity and autoimmunity induced by immunization with homologous DNA.
J. Clin. Invest., 1998, 102: 1258-1264.

Yazawa, K., W.E. Fisher, F.C. Brunicardi; Current progress in suicide
gene therapy for cancer. World J. Surg., 2002, 26(7): 783-789.

- 320 -



12. Eine Gesamtiibersicht uiber alle relevanten Behandlungsansatze in der Inmuntherapie solider Tumoren bei Hund,

Katze, Pferd und Rind (Tab. 38). Die Referenzen sind dem nachfolgenden Quellenverzeichnis zu entnehmen.

Stoffgruppe Substanz Tierart | Tumor Referenz
Zytokine IFiterleLkin-= L2 Hund stic ker-Sarkom 12
Rind bovines okulares Plattenepithelkarzinom 6%, 14,15
Wulvapapillom-Karzinom- Komplex 26
Wero-hlL-Z Zellen Hund hielanam 65, B
Katze felines Fibrosarkam BE
ALVAC-felL-2 Katze felines Fibrosarkom 24
MYWAC-hulL-2 Katze felines Fibrosarkom 24
IL-12 Fferd Melanom 23
GM-CSF fe GM-CSFimittels Plasmid-Inj.) Katze felines Fibrosarkom siehe §.2.2
Kombination mit ginem rhTMNF und rhiL-2 Hund Melanom 60
Zytokin oder einer anderen Marmmakarzinom &0
e Substanz Mastzeliturmor 60
b3 (malignes Lympharm &)
: Platienepithelkarzinom &0
Synoviazellsarkom &0
A2 und Adbfie F M-y Katze felines Fibrosarkom 1, %, &7, 26
fell-2, felF M-t und fa Ghi-CSF {nittels Plasmid-K5) Katze felines Fibrosarkom 36, 71
fell-2, felF M-y und fe Gh-CSF (inittels Plasmid-Inj.) Katze felines Fibrosarkom siehe 7.2.2
rhiL-2khiIL-12 Fird bovines okulares Plattenepithelkarzingm &
IL-12 plus |L-1% Fferd Melanom 18
rhiL-2 plus BCG Fird bovines okulares Plattenepithelkarzingm B7
L-SEASLIL-2 Hun maligner Mervenscheidentumar #0
Fibrosarkom &0
ahaplastisches Sarkom #0
L-SEB&IL-2(ocder GM-CSF) Huiricd Melanom 17, 35
hlL-2-Liposom- nkalation Huind Melanom a7
Fibrazarkom a7
Oztecsarkom a7
pritndres LUngenkarzing m 3T
IL-2-kodierende LOC-Inusion Hund Ostensarkom 16
IL-2/Cizplatin FPferd equines Sarkoid 73




A%

Stoffgruppe | Substanz Tierart | Tumaor Referenz
Paramunitits- | BCG (Zelwand-Fréaparat, | BCG HAGERR IR =t SRAER SIEETale i
inducer inaktiviert, Lebendvakzing) sticker-Sarkam 25
Mammatimor B2
Katze hamma-Adenokarzinam &7
Pferd equines Sarkoid 40, 24
it bovines okulares Plattenepithelkarzinom 43 41,69
WUlva-PapillomsKar zinom- Komglex a7
C. panium C. panum Hurid tnalignes arales MWelanom BE 4%
hiammatimor, B2
Fibrosarkom £
Katze hamma-Adenokarzinam &7
Aremannan ArEmannan Hund Fibrosarkom 3%
Katze felines Fibrosarkom 3%
L-MTP-PE L-MTP-PE Hund Mammatimor T
Katze hamma-Adenokarzinom 14
L-MTP-FE (+ Amputation + Cisplating Hund Ostensarkom der Gliedmare Gd 48 AF G2 AT B2
L-MTP-FE (+ Splenektomie + Cisplatin Hund Hamangiosarkom der Milz ¥, B2, 8% 82
L-MTP-FE (+GM-C5F) Hur malignes arales Melanarm &4
Levarnisal Letvarmnizol Hurid Marmtmatumar, 49
(malignes Lytphom &0
Katze htamma-Adenokarzinom &1
Pfiard My xom 0
Piroxicam/! Piroxicam Hund orales Plattenepithelkarzingm Fill
Meloxicams Ubergangseptinelkarzinom der Harnblase 45, 46
Deracoxib Stic ker-Sarkom 45
Pierd mukokutanes Plattenepithelkarzinom 59
FiroxicamiCisplatin Huind malignes orales Melanom &
orales Plattenepithelkarzing m 45 T 6
Lbergangsepthelkarzinom der Harnblase 45, 44
Firoxicamshitoxanton Hund Lbergangsepthelkarzinom der Harnblase 24, 5% 64
Firoxicam/Doxorubicin Hund (malignes Lytphom 61
Cirnetidin Cimedidin Fferd Mefanom 2n
FIND-ORF Bayparnun P Hund Marnmatimor 2
(Baypariun F) Plard equines Sarkoid 7
bakterielle Mischyakzine hakterielle Mischvakzine Hund (malignes Lymphom 4]
katze htatmitna- Adenokarzinam &7
bakterielle Mischvakzine plus Chema. Hund Fibrosarkom 7




T ECE -

Stoffgruppe Substanz Tierart | Tumaor Referenz
Tumorzell-vakzine Find kutane Papillomatose o st
Tumorzell-Vakzinen autolog okulares Platienepithe karzingm 74
Tumaorzel-\akzine plus Chema. Hund imalignes Lymphom 22,38
Hund malignes Melanom 24
Tumorzell-Vakzine plus hGM-CSF Fibrozarkom 12
Tumorzell-Vakzine plus Meuraminidase Hund Mammatumar 72
Bio-lmmuntherapie plus Tumorzell-Yakzine Flerd equines Sarkoid 22
Tumorzell-vakzine plus BCG Rind Hornkrebs (Platienepithelkarzinorm) 1
allogen Tumorzel-‘akzine Rind bovines okulares Platienepithelkarzinom | 2%
monoklonale AntikGrper mAK 231 (Fituximal) | allein oder in Kombination mit einer Chemotherapie Hund imalignes B-Zel-Lymphom 21
mAK)
andere Tyrosinase humanesmuring Tyrosinaze (auch in Kombinaton mithu GM-CSF) | Hund malignes Melanom 4,3
gentherapeit. Verfahren gpl 00 hurrian es ol 00 Hun trialignes Melanorm 21,1
higpt 00-ATCY Hund malignes Melanom 1
Al CAGHEV-TIIGCY | Ad.CAGHSW-TE/GCY Hund Adenokarzinom des Magens 56
FasL FasL Hund malignes Melanom &
TALL-104 TALL-104 Hund Qstenzarkom der Gliedmalke 10, 85
WM PEO00S WM PEO00S Hunid diverse Meichteilumoren (siehe 11.1.2) i)
{atttenuiertas tnalignes belanom 74
5. byoby mie) diverse Karzinome (siehe 11.1.2) !
Ostensarkom, i)
imalignes Lymphom il

Legende: IL = Interleukin; rhiL = rekombinantes humanes Interleukin; fe = feline; felFN-y = felines Interferon-y; rhTNF = rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-
Faktor; AdV = adenoviraler Vektor; ALVAC-felL-2 = fiir felines Interleukin-2 kodierendes rekombinantes Kanariepoxvirus; NYVAC-hulL-2 = fir humanes IL-2

kodierendes rekombinantes Vacciniavirus; L-SEA = in Liposomen eingebettetes Staphylokokkus Enterotoxin A; L-SEB = in Liposomen eingebettetes

Staphylokokkus Enterotoxin B; hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor; LPS = Lipopolysaccharid; L-MTP-PE = in
Liposomen eingeschlossenes Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin; BCG = Bazillus Calmette-Guérin; C. parvum = Corynebacterium parvum; FasL = Fas
ligand; hgp100-ATCV = xenogenes gp100 exprimierende allogene Tumorzell-Vakzine mit adenoviralem Vektor; AACAGHSV-TK/GCV = adenoviralen Vektor,
welcher das HSV-TK-Gen tragt plus CAG-Promotor; KS = Kollagenschwamm; Inj. = Injektion; () = kein solider Tumortyp
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13.

Ein Gesamtliberblick uber alle wissenschaftlich relevanten Studien bei Hund, Katze, Pferd und Rind (Tab. 39).
Die Referenzen sind dem nachfolgenden Quellenverzeichnis zu entnehmen.

Hund:
Stoff- Studien- Kontroll-
gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe gruppe Ergebnisse Signifikanz-Niveau | Referenz
Tytokine Verohll-2-Zellen | malignes Melanom p, I, © 16 Hunde: 2x/fache 16 Hunde: Steigerury der k. A 43
Tral 3100 Zellen i t. keine weite re medianen UZ won 2,4 auf 4
[worbehan delt mit OF Therapie Monate
und lok aler Bestrahlung) | feorbehan delt
i Therapie-
Gruppe)
[L-2 Sticker-Sarkam p 19 Hunde: einmalige Inj. | n.w. B won 19 Hunden (32 %) k. A a
won T10¢ L [L-2 zeigten eine CR
(1l it
hIL-2- Lipoz om- prim. Lungenk arzing m B A Tage: 1100 LI B W 1 Hund it prien. LK zeigte | k. A 24
Inhalztion Cztenzarom- thiL-2-Liposom- Fegrezzian iher
Metaztazen Inhalation 8 Monate.

2 worn 4 Hunder it

Qsteozaiom hatten eine
CR et LIZ won 12 und
20 Manaten.




A

Stoff- Studien- Kontroll-
gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe gruppe Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
Sytokine thTHF unid malighes Melanom (13) [ p Jnalige Gabe wan f. v, 4 won 13 Hunden (38 %6) kA a0
thil-2 Maztzeltumor &) thTHF 129 mghn® i, it malignern hMelanom
Plattene pithe lkarzinom dann J+nalige Gabe von zeigten eine Turnor-
] 1 5100 regression;
Einheitenn® thl L2 alle b Hunde mit
Maztzeltummor zeigten eine
Turnomekroze
Rommplett ader partiell);
3 wan 4 Hunden
(74 %) mit PEK zeigten
gine PR,
L-SEALIL-2 Fibrosarkom (&) p Initial-Doziz je nach T3: | n. w. A won 16 Hunden (29 %) kA M
anaplastisches 240 pag oder 480 g in zeigten eine Remizsion des
Satkam (1) 0.5 Myit. Turmors
tmaligner Merven- (Dosizeth dhu g en
scheide nturmor (9) etfalyte n dreirmalig)
(Hunde wiaren nicht
wothehan delf)
L-SEB&IL-2 malighes Melanom p TG =1hem™ historizche SEBAL-2: mediane UZ: m
IGM-CSF AN py Plasmmid-DNA Kontrollgruppe | 3 won 4 Hunden (79 %6) p=l 02
TG =18cm™ (Hunde mit zeiiten eine CR;
00 gy Plazmid-DNA ralign erm SEBMGMACSF:
(Hunde wiaren nicht Melanarn die Femizzionzrate
worbehandelf) Stadium -] (PR und CR) betrug 47 %5;

TG ennies sich als
ausschlagae bend
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- L-MTP-PE malignes Melanom pore, db | Shudie A 0L Gruppe: Shuidie & Shadie & Stadiurm -I; 1
munitits- | [+ reGM-CSF) nach CIP fiir § Wachen 2. Gruppel: 1. Gruppe: LZ: p=0.05
inducer L-MTP-P E-Initiald ozis: Lipazorn i 2 won 29 Hunden B0%) | (L-MTP-PE vs.

1 mghn® i, Telache wiaren nach 24 Monaten Lipozom)

dann; Studie B noch am Leben;

K3 =5 kg 1 mgdm® i, 2. Gruppel: 2. Gruppe: Stadium - vs.

T=ffoche L-MTP-PE plus | B won 25 Hunden (29 %) Stadiurn -1l und -111:

KGa =10 ky: 1.5 mghn® | zaline Leg. wraren nach 24 Monaten LZ: p=l) 022

i, Tfilache noch am Leben; unakh. von

KiG =10 ka: 2 mgdn® i, auzschlagyebend: Praparat)

T=ffache Turnorstadiurm

Studie B (1. Gruppe): Studie B: k. A

nach OP fir 3 Mochen
reGM-ACSE: S pake 5.0
ah 2. Miochen: zusdtzlich
TxMfache L-MTP-PE
(Dosiz nach KG: siehe
Studie A)

Ik “ergleich der 1. Gruppe
zur 2. Gruppe konrten
keine Linter-

sehiede in der UZ und
umatfreien Zeiten

dokurme rtiert terden
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- L-MTP-PE Harmanmiosarkom pore,db |16 Hunde: L-MTP-PE 16 Hurde: auzschlaggebend: L-MTP-PE ws. 41
munitats- iz (Studie 1) inzy. & Mochen) Therape mit Tumorstadium; Lipogom:
ifducer Splenektormie Initialidozis: Lipozamen Hunde mit Stadium-I| mediane UZ:
und Cherno- 1 mghn®iw. 2elioche Zffoche lieferten eine signifikant p=0029
therapie) ah 2. Sitzung: iz, ldngere medianen U2 und | tumorfree fed:
2 modm® i, 2Mioche 8 Machen) turnotfreie Zeit nach n=0,037
(kein Tier wiar waorbe- (kein Tier war | MWerabreichung won
hand elt] wothehandelt] L-MTP-PE. Dieze Hunde Stadiurm -l v,
bildeten w. a. Metaztazen in | Stadiurm-Il:
naher legenden Organen, | mediane LIZ:
aber erst zehr spatin der | p=0,017
Leber. umotfreie Zei:
n=0,026
Stadiven -1 mit
L-MTP-PE:
mediane UZ:
p=0037
umorreie fet:
p=0,031
Hirnangiozark om K¢ 12 Hunde: L-MTP-PE 15 Hunde: Therapiey np pe: 32
(Studie 2) (Doziz: siehe Shidie 1) Lipozome B won 12 Hunden (50 %)

starben an Metastazen;
Kontrollgruppe:

11 won 15 Hunden (73 %)
starhen an Metastazen;

mediane LIZ;
L-MTP-PE: 9,1 Manate
Kordroltiere: 4 Morate

p=,03
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- L-MTP-PE Dzteozarkom p,r,c, b | "zedaleiche" Applikaton: | “zetgleiche" “zeityleiche Applikation: 1
munititz- | (plus Chemo mit Mraghn® Cizplatin v, Bnplikation: Esz hezstand kein
inducer Cizplating alle 3 Wihchen (d:) 22 Hunde: signifikanter Urterschied
24 b nach 1. Chero: Tinighn? itn Hinklick auf die LIZ
2 modm® L-MTP-PE i . Cizplatin v ziizchen den
21 Hunde; alle 3 Whachen | 3 Behandlungs-
L-MTP-PE TxMMiache () rrodalititen.
21 Hunide: Placeho
L-MTP-PE #:MMiache 1xfiMfache "zetlich versetzte" metaztazen-freie
Anplikation: Zeit: pll 035
"zelich versetzte" "zelich Ez konnte eine signifikant | UZ: p=001
Applikation: wersetre" vetlangerte metastazen-
11 Hunde: Minghn? Bnplikation: freie Zeitund LIZ
Cizplatin i . alle 11 Hunde: gegeniiber der Kontroll-
4 Machen (4x], nach Mgk Gruppe dokurnend ert
weteren 4 Mochen Cigplatin i merden.
iFabe won alle 4 Wiachen | Dieser Applikationz-modus
Znidn® L-MTP-PE i, (4= murde alz eindeuti besser
Zflfache 14 Hunide: heurteitt.
Placeho
Zeflioche
Bt C 11 Hunde: 14 Hunde: L-MTP-PE-Gruppe: 32
Trngdn® Cisplatini . Trmigdn? mediane krank heitsfreie
alle 4 Wiachen (4:) Cigplatin .. Zeit: 12 Monate
nach Chermo: alle 4Miocher | (Kortrolltiere: 76 Monate) | p=0,04
2 mgdn® L-MTP-PE ) mediane LZ: 14,4 Monate
ZefMioche @ Mhachen ) nach Cherno: (Kordrolltere: 9,8 Monate] | p=0,021
Lzaline i.w.
Sefilfoche

@ Whachen)
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Stoff- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontroll- Ergebnisse Signifikanz-Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- C. panwm orales malignes P 42 Hurnde: A7 Hurde: Bei Hunden mit Stadiurn-1 M
munitats- Melanarm chirurgizche Exzigion chirurgizche konnte keine signifikant
ifducer des Tumors pluz Exzizion des wetlangerte UZ dokum-
C. panam Turm orz entiert ierden.
(Intial-Dogiz: 0,1 gy Bei Hunden mit Sta diurm-1l
Lo widchent iche und -1l konnte eine
Steigeung der Dozis auf signifikant lingere LUZ
05 gy i . gegeniiber den Hunden der
(dieze Dogiz wurde Kontrollgruppe
widichent. 3 honate dokumentiert werden.
wetahreicht, dann alle Die mediane LIZ der
2 Miachen 3 Monate lang Therapiegppe betrug ca.
verahreicht, dann 12 Monate. n=0,01
TMlonat verabreicht) Die mediane LZ der
Kontrollgruppe hetrug ca.
1.5 Monate. p=l,55
Mastzeltumor p.C 2 Hunde: 17 Hunde Esz konrte keine genngere | p=059 3k
. pgnamiiakzing Fezidivrate dokumentiert
werden,
Harnangiop erzytarm P, 22 Hurde: 20 Hunde Ez konrte keine gerngere | p=0,19 3
C. panum-iakzine Rezidivrate dokumentiert
WEren
BCi3 Dsteozarkorm p 20 Hurde: f. v 1 won 20 Hunden (55260 | k. A a0
Gliedmalie n-Amputation lebter ca. b Maonate.
pluz BCG Fwon 20 Hunden (39 %)

(B0 - 290:10¢ lehens-
fahiger Oryanizmen i)
1. BCG-Inj. direkt nach
OF, dann weitere B Inj.
in 1,2, 4und &l

lebiten = 12 Manate.

1 won 20 Hunder (3 %5)
lebte metaztazenfre

#1 Muonate.

mediane UZ: 5,29 Monate
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- BCi3 Sticker-Sarkom B, b Hunide: B Huride: prorte Fegression won mit 16
munitats- rechte Lizion: BCG Flaceho BCG behandelten
inducer [ - B 10¢ lebe nefahiye Tumaren;
Einheiten) In der Kardolly nig pe
linke Lizion: Placebo wurde ein big 2u
0.9 %ige Ma Cl-Lisuny) 3,3 Monate anhaktendes
Tutm onnachshien
heohachet. p=l045
., panam Matmmaturmnar poc, r ., panam uncioder auzschlieflich | Es konnte kein signifikanter | tumordfree fed: 41
undfader BC G BC3; radikale Wirkungz-unterschied p=0,55
3 Hunde (Affort) Maztektornie: | zwizchen den LZ: p=0,34
129 Hunde [Amster- 41 Hurde Therapiegrppen und im
dam) (Bdfort) Wergleich zu den Kontroll-
120 Hunde gruppen dokumentert
[Amsterdam) uerden,
Aremannian Fibrosark orm P 8 Hunde: hiztozche 4 wor B Hunden waren k. A M
2 mokg it b Mochen Kontrollgruppe | nach 1 Jahr furmordei.
ot CF;
nach OF B TeMlioche
1 oy intrap entoneal,
dann i Ahatand won
A 'Wiachen fiir inzy.
1 Jahr
Piraxicarn orales Plattene pithel- p 17 Hunde: 0,3 mgskg h. v 1 won 17 Hunden (5 %5) k. A 2

karzinom

Piraxicam per oz Tx gl

zeigte eine CR.

2 won 17 Hunden (12 %)
zeigten eine PR,
Gezarmt-FR; 160 %
mediane UZ: i Monate
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Stoff- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontroll- Ergebnisse Signifikanz Nireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Para- Pito:x1cE Uberyangz epithel- p 34 Hunde n. . 2 won 34 Hunden [ 94) k. A al
runitits- karzirorm der Hamblaze b der 34 Hurde waren zeigten eine CR.
inducer chemothe rapeutizch A won 34 Hunden (12 %)
wothehandelt) zeigten eine PR,
Piroxicarm: 0,3 moky per 18 won 34 Hunden 33 %)
oz T il zelgten eine S0 mediane
LIZ: ca. b Monate
Piroxicarn pluz otales Plattene pithel- p 9 Hunde B A won 3 Hunden (96 %6) kA ]
Cizplatin karzinotm Piraxicarm: 0.3 maky Zeiigten eine Turnor-
per oz T tgl. remission.
Cizplatin: 50 mgdm® i 2 der 5 Hunde (40 %)
alle 3 Machen hatten eine CR.
Die Piroxicam-The rapie 3 der & Hunde (B0 %)
wirde 5 Tage vor Beginn hatten eme PR.
der Chemo-the rapie 3 won 3 Hunden (33 %5)
hegonnen. zeigten eine S0,
rediane UZ: 7.9 Morate
Ubergangs epithel- p 14 Hunde {12 Hunde n. . b won T2 Hunden (50 %) k. A i

karzinarm der Hamblaze

gtanden zur Ermitlung
der Tumo rntort Zur
Wetiigung)

A'Wiacken: 0,3 maky per
oz T thgl. Pinxicam
dann B Machen:
PinuzicamiCizplatin
(Cizplatini: Bl rmgn® i,
alle 3 Mhachen)

hatten eine PR.
2 won 12 Hunden (17 %)
zeigten eine S0
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Stoff- Studien- Kontroll-
gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe gruppe Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
Para- Firoxicarm pluz Uberyangz epithel- poF 8 Hunide: 8 Huride: Therapied g pe: p=0,004 M
munitits- | Cizplatin karzinam der Hamblaze Cizplatin: B0 mgdm® i, | Cisplatn Femiszionsrate won 79 % | (Cisplatin ws.
inducer alle 3 Wachen Bl mgdn® i (CR,PR) Cizplating
pluz Piroxicam: alle 3 Miocher | 2 won 8 Hunden (29 %) Firoxicatn)
0,3 moky per oz 13 ol zeigten eine S0
Kontrollaruppe:
Femiszionsrate won 095
(CR., FR)
A won 8 Hunden (50 %5)
zeigten eine S0
Piraxicam pluz Uberyangz epithel- p 48 Hunde: h.w. 1 won 48 Hunden (2 94) 14
Mlitoccantrn karzinotm der Hamblaze Piraxicam: 0,3 moky per hatten gine GR.
oz T gl 16 won 45 Hunden (3394
Mlito<ardran: Smgdm® i hatten eine PR.
alle 3 Machen (4] 22 von 48 Hunden 146 %)
(Hunde waren nicht zeigten eine S0
worbehandelf) 36 won 45 Hunden (75 %)
ding ez nach der Thetapie
klinizch heszer.
rediane UZ: 9,7 Morate
Die Turmaren traten fiher
in Remizzion. p=0,002
(Piroxicarm plus malignes Lyrnphorn P 33 Hurde hiztoizche Therapied g pe: Ez kanrite kein M
Dioxondbicin Piraxcicarm: 0,3 motkg per | Kordrallaruppe; | 26 won 33 Hunden (T9%G) | signifikanter
oz T il A2 Hunde: karmen in Remizsion (PR Mirkungs unter-
(Begint: 7 - 10 Tage wor | Behandlung mit | und CR). srhied dokurmen-
Dozxorbicin-Gahe Dozzo-ubicin fiert werdern,

@30 mghn® i, 3 im
Abztand won 3 MWhachen)

histonzche KiE:

31 wan 42 Hunden (7494):

PR und CR,
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Tumarzell- | autologe malignes helanom B 0 Hurde frorbehandelt | n. v 1 won 10 Hunder (10 %) k. A 19
Wakzinen Tumorzell - mit Bestrahlungs- und hatte eine PR.
Wakzine plus Chematherapie) 2 won 10 Hunden (20 %)
hGhM-C5F Werahreic hung der hatte eine GF.
Tumorzell akzine Jx im
Bhztand won 14 Tagen
(Dosiz:
12100 Turmarzell endml)
intrad ernal
autologe Fibrosarkom p 3 Hunde fvorbehandelt | n. v 1der 3 Hunde (33 %) mies | k. A 19
Tumaorzell- it Beztrahiungs- und ither einen Zetraurm won b
Wakzine pluz Chematherapie, ziehe Monaten keine
hiaM-C5F aben) Krankheitzanz eichen auf
und wurde mit wederen
Injektione n hehan delt. Die
LI izt nicht hekant.
autologe Matnmaturnar poE ¢ 23 Hunde 1. K3 Therapied g pe: kA Ll
Turnorzell- [maligne und benighe) [mind. 2 Turaren): 21 Hundz): B won 23 Hunden (26 %6)
Wakzine pluz Eintmalige Inj. am Tag Tumaorzell - zeigten eine Tumor-
enzymatizch der OF infradenmal in die | Wakzine plis FRgrEEEIon.
akdive Vi Redin umbhilicaliz hitze -
chalerge- [" chess-hogrt inaktivierte Kontrallgrupp en:
Meuraminid aze uacomaian’) WiCH Keiner der Hunde 1%
M) zeigte eine Tumor-
2. K5 PEGFESSION.
¥ Hunde): Ez izt nicht bekannt,
autaloge anhand welcher Dosis die
Ervthirozyten- hezte Midkuny erzielt
Wakzine pluz werden kannte.

aktive WCM
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Stodf- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontraoll- Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
Tumarzell- | Eutochtone malignes Lyrmphorn B N Hurnde: B v mediane UZ: 13 Monate k. A 2
YWakzinen | Tumorzell- Induktion der CF durch 11 won 30 Hunden (36 %)
Wakzing Pabychemotherapie, lehten noch nach
dann irtralymphatische 2 4 Jahren.
Tumorzell -Infuzion auzschlaggebend:
(10 Turnarzellendinfu- Tumormasse
gion);
rind. 3 Infusionen im
Bhztand von 2, 4 und
o Miachen
(autochth one malignes Lymphom p 48 Hunde: histoanizche Therapiegnp pe: 22
Tumorzell - Werabreic hung einer Kontollaruppe | 41 von 47 Hunden @7 %6
"Wakzine Polychermotherapie und | @30 Hunde): hatten eine CR.
Turmarzell -Yakzine Yerabreichunyg | mediane UZ: 10,2 Monate
(108 T2 ktuzion) girer Poly- Dieze Hunde wiezen eine
rind. 3 Infusionen im chemotherapie | signifikant [dnogere
Abztand won 2, 4 und Femizzionsdauer auf. n=0,024
o Miachen
hiztonzche KG:

8 won 30 Hunden (26 %)
stathen in den erzten

10 Miochen.

22 won 30 Hunden (73 %)
ibedebten die ersten

10 Miochen.

15 der 22 Hunde 8 %)
hatten ene CR.

mediane LUZ: B8 Monate

LIZ: p=0.40
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Stoff- Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontroll- Ergebnisse Signifikanz Nireau | Referenz
gruppe Design gruppe
andere Vakzinierung mit | malignes Welanom p 9 Hunde [erhielten keine | n.w. mediane UZ: 129 Monate | k. A 3
genthera- | xenogener Behandlung 3 Mhchen
peutizche | hurmaner wor Shudienb eginn)
Wetfahren | Tvrozinase-DMA, jeweils 3 Hunde:
10045001500 pag
pro Inj. 2xMioche (4x)
i.hm.
YWakziniemung mit | malignes Melanom i rurine Tyroginaze f. W mediane UZ nach 50 g k. A 2
RENOYENEF {ru T Tyt 8,0 Monate
FrILIFR EF 1& 5 Hunde: 100500 pg
Tyrozinase-DMNA 9 Hunde: 50 pg mediane LZ nach
titfohne ; 10000800 py hiGMCSF
hiZM-CSF je 3 Hunde: 50 py plus 4.9 Monate
100400800 payg hizM-
CSF mediane LIZ nach
je 3 Hunde:100400/500 Tl o
hGM-CSF A sl
= (7 der 9 Hunde (75 %)
Die Wakziniening erfolote Higieie i Zeitpunkt der
ZeMioche im. finsy. &), Evaluierung noch am
Leben.)
hop 1 00-ATCH malignes Melanom p 34 Hunde: f. v, 1 won 34 Hunden (3 %5) n=0,0014 1
2100 Zellendlng. 4 irn hatte eine CR. mediane LUZ:
Abztand wor 1 Mhache, A won 34 Hunden (15 %) 11,2 Monate (Hunde
dann dx irn Abstand won hatte eine PR. mit CR, PR.und 30
2 Minchen; 1 won 34 Hunden (3 %5) WE.
Die Hunde waren nicht zeigte eine S0 3,1 Manate (Hunde
wothehandelt, ohhe Turmor-

kortrolle)
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Stoff- Studien- Kontroll-
gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe gruppe Ergebnisse Signifikanz Hireau | Referenz
andere Fazl malignes Melanom p A Hune: h. . 2 won i Hunden (40 94) k. A 4
yenthera- 1 ped- und hatten eine CR.
pentizche irtraturnorale [kj. BOD pg 2 won 9 Hunden (40 %5)
Wetahren hFaz[-GFF hatten gine PR.
nach 1 Tagen: Beginn
einer Standard-
Turmorthe rapi e
YNP20009 malighes Melanom p 11 Hunde: f. . 2 wor 11 Hunden (15 %) koA a0
(attenuiertes 1, 810 CPUky - hatten eine CR.
S fuphimuram ) 110 Gy i, T won 11 Hunden (9 %5)
1 - Zxfiache hatte eine PR.
Hichstdosiz: ; 4 g
3100 CFUkg Die Kolonizationsrate
schien weder mit der
hiologizchen Aktvitst, noch
tit der werah-reichten
Doziz zu komelieren.
Al CAGHSW- induzietes i Anzahl der Hunde: nicht | n. Mach Therapie: k. A ]
TG G Magen-Adenokarzinom hekan ri; Koagulation engino philer
A CAGHEW-TK-Dogis: Zellen, mazzive
10100 pfuMier Hamorhagie und hoch-
iFCY-Dozis: gradige Infilkation won

A0 rg et 2 gl fiir
3 Tane (nsyesamt
4 Behandlungstage)

Ertziindungzzellen im
ganzen Turmar plug
regionalen Lymphknoten.
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Stoff-

Substanz Tumor Studien- | Therapie-Gruppe Kontroll- Ergebnisse Signifikanz-Hireau | Referenz
gruppe Design gruppe
ahdere TALL-104 Cistenzatkom B 22 Hunde: f. . mediane UZ: 115 Monate | k. A B
yenthera- Amputation der mediane tumorfreie Zeit:
peutizche betroffenen Gliedmalie, 9.0 Monate (dieser
Wetfahren Chemotherapie mit Ergebniz murde als nicht
Cizplatin B0 mgdn® i signifikant [ner beurteitt)
1 -4 Zyklen),
dann: 10° TALL-104-
Zellerdke i, Tx .
9 Tage lang, danach
Boozterung alle
4 Miachen an
2 aufeinand erfol genden
Tanen
inzg. 9 Inj.Hund).
Ak irAK 231 malignes Lyrmphom B Polychemotherapie plus | historsche signifikant veddngerte k. A 0]
(Pixirnak@) Al 237 (1t Kontrollgruppe: | mediane Remiszionszeit
A Tage, 3 Wachen nach | Pobychemo- und LIZ gegeniiber
Enie der therapie hiztonschen KG

Chernatherapie)
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Katze:

Stoff- Studien- Signifikanz-
|_gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Zytokine | Vero-hlL-2- felines p, T, C nach Tumor-OP und 1. KG (16 Katzen): Uz-Steigerung der 43
Zellen Fibro- Radiotherapie: Tumor-OP plus Therapiegruppe von 8 auf
sarkom 16 Katzen erhielten Radiotherapie 16 Monate p<0,02
jeweils 7 Inj. von
3x107 Vero-hlL-2- 2. KG (4 Katzen): Senkung der Rezidivrate
Zellen pt. wie 1. KG plus | auf31% p<0,007
jeweils 7 Inj. 3x107 unmodif.
Vero-Zellen
3. KG (2 Katzen):
wie 1. KG plus jeweils 7 In;.
1,2 yg rhiL-2
ALVAC-felL-2 | felines p, T, C 18 Katzen: 18 Katzen mit Tumor-OP Rezidivrate (nach 6 Monaten) | Rezidivrate: 23
NYVAC-hIL-2 | Fibro- 5x108 DICCso und Brachytherapie KG: 61 % p<0,01
sarkom ALVAC-felL-2 ALVAC-felL-2-Gruppe: 28 %
18 Katzen: 5x1067 PFU NYVAC-hIL-2-Gruppe: 39 %
NYVAC-hIL-2 (7 Inj. i.t.)
Para- Acemannan felines p 5 Katzen: 2 mg/kg i.t. historische Kontrollgruppe 3 von 5 Katzen (60 %) blieben | k. A. 25
munitats- Fibro- 6 Wochen vor OP nach 12 Monaten rezidivfrei;
inducer sarkom nach OP 6x 1x/Woche medinae UZ: 12 Monate
1 mg/kg intraperitoneal,
dann im Abstand von
4 Wochen fir insg.
1 Jahr
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Stoff- Studien- Signifikanz-
gruppe Substanz Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Para- L-MTP-PE Mamma- | p,r,c,db | insg. 40 Katzen; Verabreichung eines Lipid- | ausschlaggebend: bezlgl.Tumor- | 12
munitats- Adeno- radikale Mastektomie Aquivalent: 2,0 mg/kg i.v. Tumorstadium zum Zeitpunkt | stadium zum
inducer karzinom plus 1x/Woche der OP; Katzen mit Stadium-Il | Zeitpunkt
2,0 mg/kg i.v. (1 -3 cm?, ohne LK-Beteilg.) der OP:
(insg. 8 Wochen) zeigten eine signifikant langere | UZ: p<0,005
UZ und tumorfreie Intervalle tumorfreie
als Katzen mit Stadium-I| Intervalle:
(>3 cm?®, ohne LK-Beteilg.); p<0,02

Eine L-MTP-PE-Wirksamkeit
wurde nicht nachgewiesen.
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Pferd:

i.t.

1x/Monat (max. 4 BZ);
Tumoren wurden nicht
chirurgisch entfernt

i.t. 1x/Monat (max. 4 BZ)

2. KG (11 Tumoren):
keine Behandlung

Tumoren wurden nicht
chirurgisch entfernt

11 Tumoren: PR
durchschnittliche GroRenreduktion: 59 %

1. KG:
durchschnittliche GroRenreduktion: 12 %

2. KG:
durchschnittliche GroRenzunahme: 7 %

ausschlaggebend: Tumorgréfie

Stoff- Studien- Signifikanz-
| gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Zytokine | IL-2/ equines p, C 14 Pferde und 1 Esel 1.KG (11 Pferde; PR- und CR-Rate nach 12 Monaten: Therapie- 45
Cisplatin | Sarkoid (22 Sarkoide): 12 Sarkoide): Therapie-Gruppe: 80 % Gruppe vs.
200.000 IU IL-21i.t., 1x 1. KG: 36 % 1. KG:
Tag 0: tagl. an 5 aufeinander 2.KG: 50 % p=0,03
1 mg/m?TO i.t. folgenden Tagen
CR-Rate nach 12 Monaten: Therapie-
Tag 10: 2. KG (10 Pferde; Therapie-Gruppe: 53 % Gruppe vs.
2mlIL-2 12 Sarkoide): 1. KG: 18 % 2.KG:
(4,5x108 1U/ml) i.t. 200.000 IU IL-2i.t., 2.KG: 10 % p=0,001
1x tagl. an
2x5 aufeinander
folgenden Tagen
(Zl: 2 Tage; insg.
10 BT)
hiL-12 malignes | p, ¢ 12 Tumoren: 1. KG (7 Tumoren): Therapie-Gruppe: k. A. 14
Melanom 250 pg VR1012-hIL-12 | 250 pg VR1012-revIL-12 | 1 Tumor: CR
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2. Gruppe (10 Pferde;
16 Tumoren):
BCG-Zellwand-Vakzine

Kryotherapie

1 von 10 Pferden (10 %): PR von 90 %.
mediane tumorfreie Zeit: 18 Monate

2. Gruppe:

7 von 10 Pferden (70 %): CR.

11 von 16 Tumoren (69 %): CR.

2 von 10 Pferden (20 %): PR.

4 von 16 Tumoren (25 %): PR.
mediane tumorfreie Zeit: 19,5 Monate

KG:

Alle 26 Tumoren der 10 Pferde (100 %)
kamen in eine CR. Die CR wurde im
Medianen nach 3,3 Monaten erreicht.

Stoff- Studien- Signifikanz-
| gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Zytokine | equines malignes | p, ¢, db 1. Therapie-Gruppe: KG: 1. Therapie-Gruppe: p<0,2 1
IL-12 Melanom 3x im Abstand von 3x im Abstand von Rickgang der urspriinglichen Tumor-
oder 2 Tagen 250 pg fir 2 Tagen masse um 80 %
equines equines IL-12 kodier- Behandlung mit Plasmid,
IL-18 ende Plasmid-DNA i.t. das flr kein Zytokin 2. Therapie-Gruppe: p<0,01
kodiert Rickgang der urspriinglichen Tumor-
2. Therapie-Gruppe: masse um 88 %
3x im Abstand von
2 Tagen 250 g fir KG:
equines IL-18 GroRenzunahme der Tumoren p>0,05
kodierende Plasmid-
DNAIi.t.
Para- BCG equines p,C,r 1. Gruppe (10 Pferde; KG (10 Pferde; 1. Gruppe: k. A. 26
munitats- Sarkoid 29 Tumoren): 26 Tumoren): 6 von 10 Pferden (60 %): CR.
inducer BCG-Lebendvakzine Durchflihrung einer 24 von 29 Tumoren (83 %): CR.
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Stoff- Studien- Signifikanz-
| gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Para- Baypamun | equines p, db Verabreichung der vom | Verabreichung eines Baypamun P: 2 Pferde zeigten 48
munitats- | P Sarkoid Hersteller Placebos eine CR und 4 Pferde zeigten eine PR.
inducer empfohlenen Dosis 7x | 7x im Abstand von 2 Placebo: 3 Pferde zeigten eine CR
im Abstand Tagen, und 3 Pferde zeigten eine PR.
von 2 Tagen, dann 3x dann 3x im Abstand von | Es konnte kein signifikanter Wirkungs-
im Abstand 1 Woche unterschied zwischen Verum und p=0,67
von 1 Woche Placebo errechnet werden. frisch vs.
ausschlaggebend: Alter des Tumors alter: p<0,05
Tumorzell- | autogene | equines p, C 1. Gruppe (11 Pferde): | KG: 2 gesunde Pferde 1. Gruppe: k. A 13
vakzinen | Tumorzell- | Sarkoid unbehandelter In den folgenden 2 Jahren
Vakzine Primartumor konnte kein erneutes
plus Bio- Tumorwachstum dokumentiert
Immun- 2. Gruppe (7 Pferde): werden.
therapie ein- oder mehrmals

vorbehandelt

Therapie:
Vakzinierung (s.c.) mit
autogenem polymeri-
siertem Tumorgewebe
(2-4 WI);
Bio-Immuntherapie:
orale Gabe von
Zinnoxidchloriden und
Folséure;

Tumoren wurden exkl.
Tumorbasis chirurgisch
entfernt.

2. Gruppe:
5 von 7 Pferden (71 %) zeigten
wiederholt ein Rezidiv.
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Rind:

2. Gruppe (7 Rinder):
5000 U rhIL-2 i.t. 1xtagl.
10 Tage lang

3. Gruppe (3 Rinder):
5000 U rhiL-2 i.t. 1xtagl.
10 Tage lang

(hier: Vulva-Karzinome)

davon 2 Rinder: Placebo

KG der 2. Gruppe

(11 Rinder):

davon 4 Rinder:

keine Behandlung
davon 2 Rinder: Placebo

KG der 3. Gruppe
(3 Rinder):
keine Behandlung

2. Gruppe (Tag 329):

1 von 7 Rindern (15 %): PR;
6 von 7 Rindern (85 %): PD
KG der 2. Gruppe: 100 % PD

3. Gruppe (Tag 329):

2 von 3 Rindern zeigten zeit-
weise eine CR und PR.

KG der 3. Gruppe: 100 % PD

Stoff- Studien- Signifikanz-
| gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Zytokine rhiL-2 okulares p, I, C 1. Gruppe (19 Tumoren): KG (14 Tumoren): nach 20 Monaten: 1.und 2. Gruppe | 9
Platten- 5000 U IL-2 Placebo (Salz- 1. Gruppe: 17 Tumoren VS.
epithel- Lésung mit 2. Gruppe:16 Tumoren 3. Gruppe:
karzinom 2. Gruppe (20 Tumoren): 0,1 % bovinem Serum- 3. Gruppe:18 Tumoren p=0,02
20.000 U IL-2 Albumin KG: 14 Tumoren
Die Dosis der
3. Gruppe (18 Tumoren): 1. Gruppe: 3. Gruppe wurde
200.000 U IL-2 35% CR; 6 % PR demnach als am
2. Gruppe: besten beurteilt.
31 % CR; 12,5 % PR
3. Gruppe:
67 % CR; 11 % PR
KG:
0% PRund CR
Vulva- p, I, C 1. Gruppe (13 Rinder): KG der 1. Gruppe 1. Gruppe (Tag 329): k. A. 17
Papillom- 2500 U rhiL-2 i.t. 1xtagl. (17 Rinder): 2 von 13 Rindern (15 %): PR;
Karzinom- 10 Tage lang davon 7 Rinder: 10 von 13 Rindern (77 %): PD
Komplex keine Behandlung KG der 1. Gruppe: 100 % PD




A

Stoff- Studien- Signifikanz-
gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Zytokine IL-2 okulares p, I, C 1. Gruppe (8 Tumoren): KG (25 Rinder): Nach 20 Monaten: k. A 47
und/oder | Platten- 200.000 IL-2 Einheiten/Tag | Placebo 1. Gruppe:
IL-12 epithel- 63 % CR
karzinom 2. Gruppe (9 Tumoren): 2. Gruppe:
0,5 ug IL-12/Tag 50 % PD; 0 % CR
3. Gruppe:
3. Gruppe (8 Tumoren): 37,5 % CR; 12,5 % PR;
200.000 IL-2 Einheiten/Tag 37,5%PD
plus 0,5 ug IL-12/Tag
nicht ausschlaggebend: TG
Para- BCG okuléres p, I, C 14 Rinder: 16 Rinder: Therapie-Gruppe: k. A. 42
munitats- Platten- BCG-Lebendvakzine BCG-Zellwand-Vakzine 9 von 14 Rindern (64 %)
inducer epithel- (5x107 Partikel/ml); (3 mg BCG- Zellwand/ml); | zeigten eine CR.
karzinom 4x Inj. i.t. im Abstand von 4x Inj. i.t. im Abstand von | 8 von 14 Rindern (57 %)

14 Tagen

14 Tagen

waren nach 2 jahren tumorfrei.

KG:

9 von 16 Rindern (56 %)
zeigten eine CR.

6 von 16 Rindern (37 %)

waren nach 2 jahren tumorfrei.

Es konnte kein signifikanter
Unterschied in der Effektivitat
der beiden Praparate
festgestellt werden.
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Stoff- Studien- Signifikanz-
gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Para- BCG okulares p, C 50 Rinder: 1. KG (27 Rinder): nach 2,5 Jahren: k. A 27
munitats- Platten- BCG-Zellwand-Vakzine lokale Exzision des .
: i i . Therapie-Gruppe:
inducer Eplthel- (1,5 mg/mli.t.) Priméartumors 13 von 50 Rindern (26 %)
arzinom Die Rinder waren nicht 2. KG (10 Rinder): zeigten eine CR.
vorbehandelt. radikale Exzision des 2 von 50 Rindern (4 %)
Primartumors plus reg. LK | zeigten eine SD.
3. KG (22 Rinder): ETO & SN
keine Behandlung zeigten eine FL.
. 1. KG: 14 von 27 Rindern
4. KG (20 Rinder): : ,
Behan(dlung mit F)’Iacebo {9250} zeigtenieina CR.
- BF ] 2. KG: 10 von 10 Rindern
\I/J(I)?bzlr?::dr evl\f[aren nicht (100 %) zeigten eine CR.
3. KG: 3 von 22 Rindern
(14 %) zeigten eine SD.
19 von 22 Rindern (86 %)
zeigten eine PD.
4. KG: 1 von 20 Rindern
(5 %) zeigte eine CR.
1 von 20 Rindern (5 %) zeigte
eine SD.
18 von 20 Rindern (90 %)
zeigte eine PD.
BCG Vulva- P, C 30 Rinder: 6 Rinder: Therapie-Gruppe: k. A. 18
Papillom- BCG-Lebendvakzine sterile Salzlésung 15 von 30 Rindern (50 %)
Karzinom- (5x107 Partikel/ml, (2,5mlit)anTag0, 14, | zeigten eine CR. Dies war v. a.
Komplex Verabreichungsmenge: 35 und 56 bei Rindern mit Stadium-IV

2,5mli.t. oders.c.)an
Tag 0, 14, 35 und 56

und -V zu beobachten.
KG: keine Tumorremission
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Stoff- Studien- Signifikanz-
| gruppe Substanz | Tumor Design Therapie-Gruppe Kontrollgruppe Ergebnisse Niveau Referenz
Tumorzell- | autologe | okuléres p, C 29 Rinder 18 Rinder: Therapie-Gruppe: k. A. 46
Vakzinen | Tumorzell- | Platten- (37 Karzinomen): keine Behandlung 17 von 37 Karzinomen (46 %)
Vakzine epithel- kamen in eine PR.
karzinom 5 von 37 Karzinomen (14 %)
kamen in eine CR.
KG:
Es konnte keine TR
dokumentiert werden.
autologe | Hornkrebs | p 8 Rinder: n. v. 6 von 10 Rindern (60 %) k. A. 7
Tumorzell- | (PEK) autologe Tumorzell-Vakzine zeigten eine CR. 2 dieser
Vakzine 2 Rinder: Rinder waren zusatzlich mit
(plus autologe Tumorzell-Vakzine BCG behandelt worden.
BCG) plus BCG nicht ausschlaggebend: Alter

Legende: p = prospektiv; r = randomisiert; ¢ = kontrolliert; db = doppelblind; k.A. = keine Angaben; UZ = Uberlebenszeit; OP = Operation; hiL-2 = humanes
Interleukin-2; i.t. = intratumoral; Inj. = Injektion; n.v. = nicht vorhanden; CR = komplette Remission; PR = partielle Remission; LK = Lungenkarzinom;

PEK = Plattenepithelkarzinom; L-SEA = in Liposomen eingebettetes Staphylokokkus-Enterotoxin-A; TG = Tumorgrofie; MV = Mediumvolumen; L-SEB = in
Lipo-somen eingebettetes Staphylokokkus-Enterotoxin-B; hGM-CSF = humaner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor; p.t. = peritumoral;
WI = Wochenintervall; KG = Kontrollgruppe; fe = feline; Gesamt-RR = Gesamt-Remissionsrate; TZ = Tumorzellen; ALVAC = rekombinantes
Kanariepockenvirus;

NYVAC = rekombinates Vacciniavirus; SD = stable disease (stabiler Krankheitsverlauf); LK-Beteilg. = Lymphknoten-Beteiligung; s.c. = subkutan; Lsg. = Losung;
BCG = Bazillus Calmette-Guérin; C. parvum = Corynebacterium parvum; i.m. = intramuskular; hgp100-ATCV = allogene Gesamt-Tumorzellvakzine, bei der ein
Adenovirus als Vektor dient, welcher fiir xenogenes gp100 kodiert.; FasL = FasLigand; VNP20009 = attenuiertes S. typhimurium-Praparat;
Ad.CAGHSV-TK/GCV = Komposition aus einem adenoviralen Vektor, welcher das HSV-TK-Gen tragt und einem CAG-Promotor; VCN = Vibrio-cholerae-
Neuraminidase; mAK = monoklonale Antikdrper; TO = Tumoroberflache; ZI = Zwischenintervall; BT = Behandlungstage; VR1012-hIL-12 = fiir hiL-12
kodierende Plasmid-DNA; BZ = Behandlungszyklen; VR1012-revlL-12 = Kontrollvektor, wobei das Plasmid in einer reversen Orientierung fir hlL-12 kodiert; ()
= kein solider Tumortyp
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Zusammenfassung

Immuntherapien solider Tumoren
bei Hund, Katze, Pferd und Rind

- eine Literaturuibersicht -

Bereits zu Beginn des letzten Jahrhunderts wurden erste Erkenntnisse in der
Bekampfung schlecht zuganglicher Tumoren anhand von Bakterienextrakten
erlangt. Seit den 80er Jahren wurde in der Immunologie eine Reihe von
Strategien entwickelt, anhand welcher eine Tumorregression bewirkt werden
sollte. Obgleich einige Neoplasien von den Zellen des Immunsystems erkannt
und abgetotet werden konnen, sind manche Tumoren in der Lage, sich der
Uberwachung des Immunsystems entziehen. Daher versuchte man die
Antigenitat und Immungenitat dieser Tumoren zu steigern.

Haustiere mit spontan auftretenden malignen Tumoren dienen als
,Brucke” zwischen Labortiermodellen und Studien am Patienten. In der Human-
medizin werden oftmals Hunde als ,Tiermodell“ verwendet, da manche canine
Tumoren ihrem menschlichen Pendant im Charakter und in prognostischer
Hinsicht sehr ahnlich sind.

Die (neo-)adjuvante Immuntherapie erprobte man an Hunden unter Verwen-
dung von Zytokinen (z. B. IL-2 oder GM-CSF beim caninen malignen Melanom),
Paramunitatsinducern (z. B. Piroxicam beim caninen TCC, L-MTP-PE beim
COM oder HSA), Tumorzell-Vakzinen (z. B. beim caninen malignen Lymphom),
monoklonalen Antikorper (z. B. mAK 231 beim caninen malignen Lymphom)
und anderen gentherapeutische Verfahren (z. B. unter Verwendung von gp75,
gp100, FasL, TALL-104, Ad.CAGHSV-TK/GCV oder attenuiertes S. typhi-
murium beim caninen malignen Melanom, Osteosarkom, induziertem Magen-
Adenokarzinom oder Weichteiltumoren). Derartige Verfahren wurden nicht nur
fur canine Tumoren, sondern u. a. auch fur das feline Fibrosarkom, das equine
Sarkoid und das bovine okulare Plattenepithelkarzinom erforscht. In diesen
Fallen zeigten sich Zytokine (z.B. IL-2, IL-12, IL-18, GM-CSF, IFN-y und
TNF-a), Paramunitatsinducer (z. B. BCG, Cimetidin, Levamisol) oder Tumorzell-
Vakzinen als viel versprechend. Einige dieser Immuntherapien werden bereits
in der Tiermedizin praktiziert. Viele dieser immunmodulatorischen Substanzen

befinden sich jedoch noch in der Testphase.
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Summary

Immunotherapy in solid tumours
of dog, cat, horse and cattle

- areview -

In the beginning of the last century first steps were made in obtaining
knowledge in immunotherapy against cancer by using extracts of bacteria to
treat inaccessible neoplasias. Since that time a variety of immunologic
strategies has been developed to elicit antitumour response in a patient’s
immunosystem to cause regression of established tumours. Some neoplasias
can be recognized and killed by immune effector cells, but many tumour cells
are able to escape immunosurveillance. For this reason, attempts to increase
the antigenicity and immunogenicity of tumours have been made particularly in
the last two decades.

Outbred animals with spontaneously occurring malignancies serve as a
translational bridge between standard inbred animal models and human clinical
trials. In medical studies dogs are often used as large animal model, since their
tumours show often equal characteristics in behaviour and prognosis in
comparison to human neoplasias. (Neo-)adjuvant immunotherapy in combi-
nation with conventional oncological treatments offers great opportunities in
dogs by using cytokines (e.g. IL-2 or GM-CSF in canine malignant melanoma),
paramuninducers (e.g. piroxicam in canine TCC, L-MTP-PE in COM or HSA),
tumour cell vaccines (e.g. in canine malignant lymphoma), monoclonal anti-
bodies (e.g. mAk 231 in canine malignant lymphoma) and other gene therapy
strategies (e.g. by using gp75, gp100, FasL, TALL-104, Ad.CAGHSV-TK/GCV
or attenuated S. typhimurium in canine malignant melanoma, osteosarcoma,
induced gastric cancer or STS). In veterinary medicine, strategies were not only
established for dog’s tumours, but also for the feline fibrosarcoma, the equine
sarcoid, the BOSCC and other tumours in cat, horse and cattle. In these cases
the use of cytokines (e.g. IL-2, IL-12, IL-18, GM-CSF, IFN-y and TNF-a),
paramuninducers (e.g. BCG, cimetidine, levamisole) or tumour cell vaccines
showed sometimes a great potential to improve oncological treatment. Some of
these immunotherapies are already common in veterinary practice. A broad

range of immune modulating substances is still being tested.
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AK
ALVAC
AP

APC

APR

AST

B
BAK-Zelle
BAL

BCG
bFGF
BOSCC
BRM
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Ca

cDNA
CEA
cGM-CSF

cl
CIFN-y
CLDC
COM
COX-1
COX-2
CR
CSF
CSIF
CTLA
CTLA-4
CTL

Abkilirzungsverzeichnis

Alpha

Antigen

Antikorper

rekombinantes Kanariepockenvirus
Alkalische Phosphatase
antigen-prasentierende Zelle
hepatic-acute-phase-reaction
Aspartat-Amino-Transferase

Beta

BCG-aktivierter Killer-Zelle
bronchoalveolare Lavage

Bacillus Calmette-Guérin
basic-fibroblast-growth-factor
bovine ocular squamous cell carcinoma
biological-response-modifier
beziehungsweise

Calcium

kodierte DNA

karzinoembryonales Antigen
caniner Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor

Chlorid

canines Interferon-y

kationischer Liposom-DNA-Komplex
canines orales Melanom
Zyklooxygenase-1
Zyklooxygenase-2

komplette Remission
Kolonie-Stimulierender-Faktor
cytokine-synthesis-inhibitory-factor

cytototoxic T-cell antigen

zytotoxischer T-Lymphnozyten-Antigen-Rezeptor 4

zytotoxische T-Lymphozyten
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DC-Cholesterin
DIC

DMEM
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DMSO
DNA
DOPE
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DTH
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E1-Gen
E2-Gen

E7-Fusionsprotein

E. coli
EGF
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ENNG
fe

FIV
5FU
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Y

GAM
G-CSF
GCV
GM-CSF
HLA
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caniner transmissibler venerealer Tumor
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3B[N-(N",N -Dimethylamminoethan)carbamoyl]Cholesterin

desiminierte intravasale Koagulopathie

“Dulbecco's Modified Eagle's Medium”

2-Dimyristyloxypropyl-3-Dimethylhydroxyethylammonium-

bromid

dimethyl sulfoxide

desoxyribonuclein acid
Dioleoylphosphatidylethanolamin
2,3-dioleyloxy-N-[2-(spermin-carboxoamido)ethyl]-
NNdimethyl-1propanaminium trifluoroacetat
1,2-Dioleoyloxy-3-Trimethylammoniumpropan
1,2-Dioleoyloxypropyl-3-Trimethylammoniumchlorid
delayed-type-hypersensitivity

early-region-1

early-gene-1

early-gene-2

early-fusion-protein-7

Escherichia coli

epidermal-growth-factor
enzyme-linked-immunosorbent-assay
N-Ethyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin

feline/-r /-s

felines Immundefizienzvirus

5-Fluorouracil

Fibrosarkom

Gamma

gene-activated-matrix
Granulozyten-Kolonie-Stimulierender-Faktor

Ganciclovir

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor

humanes Leukozyten-Antigen
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KG

KS
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LDC

LFA
L-MTP-PE
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LPS
mAKk
MCP-1
M-CSF
MDP
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humanes Serum-Albumin

splenic hemangiosarcoma
heat-shock-protein
Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase
humane/-r/-s
intracellular-adhesion-molecule
Interferon

Interferon-gamma

Immunglobulin

Immunglobulin G2a

Interleukin

intralasional

intramuskular

Injektion

intraperitoneal
interferon-inducible-protein of 10 kDa
Interferon-Regulationsfaktor 1
intratumoral

intravenos

Kalium

Kdrpergewicht

Kollagenschwamm
lymphokin-aktivierte Killerzelle
Liposom-DNA-Komplex
lymphocyte-function-antigen
Liposomen-eingeschossenes Muramyltripeptid-
Phosphatidylethanolamin
Lymphonodus

Lipopolysaccharide

monoklonaler Antikorper
Monozyten-chemotaktisches-Protein-1
Makrophagen-Stimulierender-Faktor

Muramyldipeptid
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MHC
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MR
mRNA
MTD
MTP
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Na

NED
NK-Zelle
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NOS
NSAID
NYVAC
OAS
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PAM
PAMP
PBL
PBS
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pDNA
PEG
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PGE,
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multi-drug-resistance-gen-1

major histocompatibility complex
malignant peripheral nerve sheath tumor
Minimalremission, > 0-50 % Reduktion der Tumormasse
messenger-ribonucleinacid

maximal tolerierte Dosis
Muramyltripeptid
Muramyltripeptid-Phosphatidylethanolamin
Natrium

no evidence of disease

Naturliche Killerzelle

Naturliche Killer-T-Zelle
Nitritoxid-Synthase

nicht-steroidale Antiphlogistika
rekombinantes Vacciniavirus
2°-5’0ligo-Adenylat-Synthetase
Signifikanzniveau

Phosphat
pulmonary-alveolar-macrophages
pathogen-associated-molecular-patterns
periphere-blood-lymphocytes
phosphate-buffered-saline
polymerase-chain-reaction
plasmacytoide Dendritische Zellen
patlet-derived-growth-factor
Plasmid-DNA

Polyethylenglycol

Polyetylenimin

Plattenepithelkarzinom

Prostaglandine

Prostaglandin E;

post injectionem

Poly(L-)Lysin
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PMBC

PR

p.t.
PTEN-Gen
PTH
Rb-Gen
rhiL-2
rhTNF

rh-GM-CSF

RIL-2a
RIL-2[3
RNA
RT

SA
SAg-Gen
S.C.
SEA
SEB
SD
slL2R
sPLA;
T4
TAA
TAP
TCC
TCGF
TCR
TGF-B
Th1
Th2
TIL
TLR

Abkilirzungsverzeichnis

periphere-mononuclear-blood-cells

partielle Remission, > 50 % Reduktion der Tumormasse

peritumoral
phosphatase-and-tensin-homolog-gene
Parathormon

Retinoblastom-Gen

rekombinantes humanes Interleukin-2
rekombinanter humaner Tumor-Nekrose-Faktor
rekombinanter humaner Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierender-Faktor

IL-2-Rezeptor-a

IL-2-Rezeptor-f3

ribonuclein-acid

Reverse Transkriptase

Serum-Albumin

Superantigen-Gen

subkutan
Staphylokokkus-aureus-Enterotoxin-A
Staphylokokken-aureus-Enterotoxin-B

stable disease; 0 - <560 % Zunahme der Tumormasse
I6slicher IL-2-Rezeptor-Spiegel

sezernierte Phosholipase A,

Thyroxin

tumor-assoziierte Antigene
transport-associated-with-antigen-processing
transitional-cell-carcinoma

T-cell-growth-factor

T-Zell-Rezeptor

transforming-growth-factor-3
T-Helferzellen-Polarisation 1
T-Helferzellen-Polarisation 2

tumorinfiltrierende Lymphozyten

toll-like-receptor
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Abkilirzungsverzeichnis

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TNFR tumor-necrosis-factor-receptor-family
TRAIL TNF-related-apoptosis-inducing-ligand
u. U. unter Umstanden

V. a. vor allem

VCN Vibrio-cholerae-Neuraminidase
VEGF vascular-endothelial-growth-factor
VS. versus

z. B. zum Beispiel

WHO world-health-organisation
Einheiten

°C Grad Celsius

cm Zentimeter

CFU colony-forming-units

d Tag

dl Deziliter

g Gramm

Gy Gray

h Stunde

U International Unit

kBp Kilobasenpaare

kD kilo Dalton

kg kilogramm

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

ng Nanogramm

nm Nanometer

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter

um Mikrometer

pfu plaque-forming-unit
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Abkirzungsverzeichnis

Pg Pikogramm
sec. Sekunde
% Prozent
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»biological response modifiers“ (BRMs)

Therapieansatze bei soliden Tumoren des Hundes
Therapieansatze bei soliden Tumoren der Katze
Therapieansatze bei soliden Tumoren des Pferdes
Therapieansatze bei soliden Tumoren des Rindes
Interleukine, ihr Entstehungsort und ihre Hauptwirkungs-
weisen

Funktionen von GM-CSF

biologische Wirkungen der Interferone

biologische Effekte von IFN-y auf Makrophagen

die Anwendung von Zytokinen an soliden Tumoren des
Hundes

die Anwendung von Zytokinen an soliden Tumoren der Katze
die Anwendung von Zytokinen an soliden Tumoren des
Pferdes

die Anwendung von Zytokinen an soliden Tumoren des
Rindes

Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des
Hundes

Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren der
Katze

Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des
Pferdes

Behandlungsansatze mit Zytokinen an soliden Tumoren des
Rindes

Stoffe unterschiedlichen Ursprungs, welche im Rahmen einer
nicht-spezifschen aktiven Imnmuntherapie Anwendung finden
die Anwendung von Paramunitatsinducer an soliden Tumoren
des Hundes

Gruppenzusammensetzung in der Studie A
Gruppenzusammensetzung in der Studie A

die Anwendung von Paramunitatsinducer an soliden Tumoren

der Katze
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die Anwendung von Paramunitatsinducer an soliden Tumoren
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