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I. EINLEITUNG 

Schon seit einigen Jahren werden Tierärzte vermehrt mit dem Problem des Auftretens 

von Fibrosarkomen bei Katzen konfrontiert. Dabei handelt es sich um einen 

bösartigen Bindegewebstumor, der auch nach radikaler chirurgischer Entfernung in 

bis zu 70 % der Fälle rezidiviert. 

Trotz der Erprobung von Zusatztherapien wie Bestrahlung oder Chemotherapie ist die 

Prognose nach wie vor nicht zufrieden stellend. Zudem sind diese 

Behandlungsmethoden oft mit Nebenwirkungen verbunden, was die Akzeptanz von 

Seiten der Besitzer erschwert.  

Im Rahmen des Projektes „Immunologische Gentherapie des felinen Fibrosarkoms“ 

werden bereits seit 1999 Studien zur Immunstimulation mittels Gentherapie an der 

Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universität München 

durchgeführt. In Zusammenarbeit mit dem Institut für Experimentelle Onkologie und 

Therapieforschung der Technischen Universität München wird dabei ein 

therapeutischer Einsatz von Zytokinen erprobt. 

In der vorliegenden Studie wurde, wie auch schon in vorherigen Studien, das 

katzeneigene Zytokingen verwendet. Eine Neuerung besteht allerdings in der 

Anwendung eines neuen Verfahrens zur Verbesserung der Transfektion, also der 

Aufnahme des Zytokingens in die Tumorzellen. Im Rahmen dieser Studie wird 

erstmals die Magnetofektion zur Transfektion der Zellen im Tumor mit dem felinen 

Zytokingen eingesetzt. 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die 

1. Planung und Durchführung einer Phase-I-Studie bei Katzen mit spontan 

auftretenden Fibrosarkomen, 

2. Erfassung und Auswertung der auftretenden unerwünschten Wirkungen mit 

Hilfe eines Nebenwirkungskatalogs, 

3. Festlegung einer maximal tolerierbaren Dosis für nachfolgende Phase-II-

Studien. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 

2.1. Das feline Fibrosarkom 

Im Folgenden wird ein Überblick gegeben über das Auftreten, die Ätiologie, das 

klinische Bild und die Behandlungsmöglichkeiten des felinen Fibrosarkoms (FSA). 

2.1.1. Ätiologie und Pathogenese 

Fibrosarkome sind infiltrativ wachsende mesenchymale Tumore des Bindegewebes 

und stellen mit über 40 % den größten Anteil an den Hauttumoren der Katze dar 

(STIGLMAIR-HERB, 1987). Das FSA wird nach pathogenetischen Gesichtspunkten 

eingeteilt in (HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001): 

1. FeSV-induzierte Fibrosarkome 

2. Intraokuläre posttraumatische Fibrosarkome 

3. Vakzine- oder Injektions-assoziierte Fibrosarkome 

4. Fibrosarkome anderer Ätiologie  

2.1.1.1.  FeSV-induzierte Fibrosarkome 

Der Anteil dieser vom felinen Sarkomvirus (FeSV) ausgelösten Gruppe an der 

Gesamtzahl der Fibrosarkome der Katze ist gering und liegt bei 2 % (HIRSCHBERGER 

und KESSLER, 2001). Das FeSV ist ein replikationsdefektes Retrovirus und benötigt 

deshalb für seine Replikation die reverse Transkriptase des felinen Leukosevirus 

(FeLV). Alle Katzen mit FeSV-induziertem FSA sind deshalb FeLV-positiv. Das 

FeSV hat aufgrund von Rekombination ein zelluläres Onkogen in das virale Genom 

aufgenommen und verursacht schnell wachsende, hochgradig maligne Tumoren nicht 

nur in der Haut, sondern auch in inneren Organen (KAADEN, 2002). Meist sind 

hiervon junge Tiere im Alter von weniger als drei Jahren betroffen und die Prognose 

ist so ungünstig, dass von einer Therapie abzusehen ist (HIRSCHBERGER und 

KESSLER, 2001). 
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2.1.1.2.  Intraokuläre posttraumatische Fibrosarkome 

Diesen Fibrosarkomen geht meist eine Traumatisierung des Bulbus voraus, was 

Monate bis Jahre später zur Karzinogenese führt. Ein solches Trauma kann durch eine 

Verletzung oder durch eine Entzündung in Form einer Uveitis entstehen. Durch 

Freisetzung des stark immunogenen Linsenmaterials wird eine chronische 

Entzündungsreaktion ausgelöst, die für die Tumorentstehung verantwortlich gemacht 

wird. Die Katze ist bislang die einzige Spezies bei der dieses Phänomen beobachtet 

wurde (DUBIELZIG et al., 1990). Der Tumor wächst infiltrativ im gesamten Bulbus 

und im Nervus opticus und führt so zur Erblindung. Sobald auch das Chiasma 

opticum betroffen ist kommt es zur Erblindung des zweiten Auges. Bei einer 

Tumorinfiltration des Gehirns können neurologische Ausfallserscheinungen 

beobachtet werden (DUBIELZIG, 1984). Therapie der Wahl ist deshalb eine radikale 

Bulbusexstirpation mit weiträumiger Entfernung des Nervus opticus (DUBIELZIG et 

al., 1990). 

2.1.1.3.  Vakzine- oder Injektions-assoziierte Fibrosarkome 

Ende der 80 er Jahre kam es in den USA zu einem Anstieg der durchgeführten 

Impfungen bei Katzen und in der Folge zu einem vermehrten Auftreten von 

Impfreaktionen und FSA. Aufgrund einer Tollwutepidemie unter Waschbären sowie 

der Einführung einer Tollwutimpfpflicht im Bundesstaat Pennsylvania wurden 

vermehrt Katzen gegen Tollwut geimpft (HENDRICK und DUNAGAN, 1991). Zudem 

wurden neuartige Totimpfstoffe mit Adjuvantien gegen Tollwut und FeLV 

eingeführt. Die auftretenden FSA hatten histopathologisch starke Ähnlichkeit mit den 

bereits bekannten Impfreaktionen. 1992 konnten HENDRICK und Mitarbeiter 

erstmals im Zytoplasma von Makrophagen im Bereich dieser Veränderungen ein 

grau-braunes kristallines Material entdecken und mittels Röntgenspektralanalyse als 

Aluminium identifizieren (HENDRICK und BROOKS, 1994). Auch MADEWELL und 

Mitarbeiter konnten 2001 dieses in Impfstoffen verwendete Adjuvans in felinen 

Sarkomen nachweisen (MADEWELL et al., 2001). Die an Impflokalisationen 

entstandenen FSA unterschieden sich histologisch deutlich von den bekannten FSA. 

Periphere Aggregate von Entzündungszellen wie Lymphozyten und Makrophagen, 

zentrale nekrotische Areale sowie infiltrativ in das umliegende Gewebe wachsende 
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Tumorzellen waren charakteristisch (HENDRICK et al., 1994, DODDY et al., 1996, 

COUTO et al., 2002, VASCELLARI et al., 2003). 

Neben der häufig erwähnten Beteiligung von Tollwut- und FeLV-Impfstoffen (KASS 

et al., 1993, HENDRICK et al., 1994, ESPLIN, 1996, COYNE et al., 1997) an der 

Entstehung von Fibrosarkomen wurden mit der Zeit auch Impfstoffe gegen 

Rhinotracheitis und Panleukopenie mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht 

(HENDRICK et al., 1994, LESTER et al., 1996, BURTON und MASON, 1997, COYNE et 

al., 1997, MCENTEE und PAGE, 2001). Im Jahre 1999 wurden daher alle felinen 

Impfstoffe mit Adjuvantien von der World Health Organisation als kanzerogen 

eingestuft (MCNIEL, 2001). Allerdings wurde schon 1993 von KASS und 

Mitarbeitern in einer Studie gezeigt, dass auch Impfstoffe ohne Adjuvantien oder mit 

anderen Adjuvantien als Aluminium zur Bildung von FSA beitrugen. In dieser Studie 

stieg das Risiko der Entstehung eines FSA bereits bei einer einmaligen 

interscapulären Impfung um 50 % an. Bei zwei- und dreimaliger Impfung am selben 

Ort erhöhte sich das Risiko um 127 bzw. 175 % (KASS et al., 1993). Dagegen 

berichten DAY und Mitarbeiter in ihrer 2007 veröffentlichten Studie von signifikant 

weniger Entzündungszeichen an der Injektionsstelle von Impfstoffen ohne Adjuvans, 

im Vergleich zu den Injektionsstellen adjuvanshaltiger Impfstoffe. Außerdem 

konnten noch 62 Tage nach der Impfung histologisch Reste von Adjuvantien in 

Makrophagen im Bereich der Impfung nachgewiesen werden (DAY et al., 2007). Da 

es auch Fallberichte und Studien gibt, wonach Medikamente wie langsam 

resorbierbare Antibiotika, Lufenuron und Methylprednisolonacetat zur Entstehung 

von FSA am Ort der Injektion führen können (ESPLIN, 1999, GAGNON, 2000, KASS et 

al., 2003), sollten derartig induzierte FSA besser als Injektions-assoziiert denn als 

Vakzine-assoziiert bezeichnet werden. Allerdings berichteten BURACCO und 

Mitarbeiter 2002 von einem FSA an der Stelle eines tiefliegenden nicht-

resorbierbaren Fadens (BURACCO et al., 2002) und auch lokale Ektoparasitika werden 

inzwischen mit der Fibrosarkomentstehung am Applikationsort in Verbindung 

gebracht (DYER et al., 2007). VASCELLARI und Mitarbeiter berichteten 2006 über 

ein Fibrosarkom mit starken histopathologischen Parallelen zum FSA bei einem 

Hund an der Implantationsstelle eines Mikrochips (VASCELLARI et al., 2006). Erst 

kürzlich wurde ein Fallbericht veröffentlicht, in dem ein FSA direkt neben einem 
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Mikrochip entdeckt wurde und deshalb ein Zusammenhang in der Entstehung nicht 

ganz ausgeschlossen werden konnte (DALY et al., 2008). 

Als Ursache dieser FSA wird vermutet, dass es durch entzündliche Veränderungen 

oder immunologische Reaktionen zu einer persistierenden Entzündung, und in deren 

Folge zu einer unkontrollierten Proliferation von Fibroblasten  und Myofibroblasten 

und damit zur Tumorentstehung kommt (HENDRICK et al., 1994, MACY und 

HENDRICK, 1996, HENDRICK, 1998, MCENTEE und PAGE, 2001). Diese These wird 

durch den histopathologischen Nachweis des Übergangs von entzündungsbedingten 

Granulomen zu Sarkomen gestützt (HENDRICK, 1999). 

Das feline Vakzine- oder Injektions-assoziierte FSA stellt somit ein einzigartiges 

Tumormodell dar, da für diese Tumorart ein Entstehungsgrund existiert und eine 

genetische Empfänglichkeit eine Rolle in der Tumorentstehung spielen könnte 

(MCNIEL, 2001). Diese vermutete genetische Komponente wurde in zahlreichen 

Publikationen untersucht, in denen diverse Erbgutveränderungen nachgewiesen 

werden konnten. Diese umfassten Veränderungen im Chromosomensatz wie 

Triploidien, Translokationen, Hyperploidien und Deletionen (KALAT et al., 1991, 

MAYR et al., 1991, MAYR et al., 1994, MAYR et al., 1996, HOOTS, 2001, MCNIEL, 

2001). Auch das Tumorsuppressor-Gen p53, dessen Mutation oder Fehlen einen 

unregulierten Zellzyklus zur Folge hat, war Gegenstand vieler Untersuchungen 

(MAYR et al., 1995, MAYR et al., 1998, MAYR et al., 2000, NAMBIAR et al., 2000, 

NAMBIAR et al., 2001, NIETO et al., 2003, HERSHEY et al., 2005, BANERJI und 

KANJILAL, 2006). Obwohl die p53-Mutation im Gewebe gesunder Katzen nicht 

nachgewiesen wurde bleibt ungeklärt, ob diese Mutation zur Entstehung des Tumors 

oder lediglich zum Fortschreiten der Krankheit beiträgt. HERSHEY und Mitarbeiter 

konnten in ihrer Arbeit den prognostischen Wert der Bestimmung der p53-Mutation 

nachweisen. Katzen, bei denen diese Mutation im Zytoplasma der Tumorzellen 

nachgewiesen wurde, hatten eine schlechtere Prognose bezüglich des Auftretens eines 

Rezidivs als Katzen, bei denen die p53-Mutation im Zellkern auftrat (HERSHEY et al., 

2005). BANERJI und Mitarbeiter stellten in ihrer 2006 veröffentlichten Studie fest, 

dass Mutationen des p53-Gens mit einer hohen Rezidivrate und einer verkürzten 

Überlebenszeit erkrankter Katzen korrelieren (BANERJI und KANJILAL, 2006). 
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PETTERINO und Mitarbeiter sehen im Transkriptionsfaktor STAT3 einen möglichen 

Tumormarker. In ihrer Studie korrelierte er mit dem histologischen Grad der FSA 

und seine Expression konnte durch Chemotherapie gesenkt werden (PETTERINO et al., 

2006). Ebenfalls signifikant korrelieren ließ sich von SORENSEN und Mitarbeitern 

der Nachweis der Matrix-Metalloproteinasen MMP2 und MT-MMP16 in FSA mit 

der Überlebenszeit der Katzen (SORENSEN et al., 2004). Weitere Hinweise auf eine 

genetische Komponente in der Entstehung von FSA erbrachten HENDRICK sowie 

NIETO und Mitarbeiter (HENDRICK, 1998, NIETO et al., 2003). In diesen Studien 

wurde eine Überexpression von Wachstumsfaktoren sowohl in den Tumorzellen als 

auch in umliegenden Lymphozyten nachgewiesen. Nachgewiesen wurde der platelet-

derived growth factor (PDGF) und sein Rezeptor (PDGFR), der epidermal growth 

factor (EGF) und dessen Rezeptor (EGFR), der fibroblast growth factor β (FGF-β) 

und der transforming growth factor α und β (TGF-α, TGF-β). Diese 

Wachstumsfaktoren könnten bei Überexpression in entzündeten Gebieten zur 

Tumorentstehung beitragen, indem zum Beispiel das Proto-Onkogen c-jun induziert 

und überexprimiert wird. Dieses Gen kodiert für ein Protein, dessen Beitrag zu 

zellulärer Proliferation und Onkogenese in vitro nachgewiesen wurde. Nachgewiesen 

wurde auch bereits 1998 und 1999 das Vorkommen von c-jun in Vakzine-assoziierten 

Fibrosakomen. In Fibrosarkomen, die nicht im Zusammenhang mit Impfungen 

standen gelang dies allerdings nicht (HENDRICK, 1998, HENDRICK, 1999). 

Viren als Ursache für die Entstehung Vakzine-induzierter Fibrosarkome werden 

augeschlossen. KIDNEY und Mitarbeiter konnten in keiner ihrer zahlreichen Studien 

einen Nachweis dafür finden (KIDNEY et al., 2000, KIDNEY et al., 2001a, 2001b, 

2001c, KIDNEY et al., 2002) und auch die Beteiligung des FeLV und FeSV an der 

Entstehung dieser FSA wurde bereits 1996 ausgeschlossen (ELLIS et al., 1996). 

2.1.1.4.  Fibrosarkome anderer Ätiologie 

Der Anteil dieser Fibrosarkome ist nicht genau bekannt und die Ätiologie lässt sich 

meist nicht bestimmen. Das biologische Verhalten, die Prognose sowie die Therapie 

sind jedoch bei Vakzine-assoziierten FSA und denen anderer Ätiologie gleich 

(HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001). 
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2.1.2. Vorkommen und klinisches Bild 

Die Häufigkeit des Auftretens Injektions-assoziierter FSA wurde ursprünglich 

zwischen 1 und 2 pro 10.000 Katzen im Jahr und 1 Fall pro 10.000 FeLV- oder 

Tollwutimpfungen angegeben (KASS et al., 1993). Erst 1997 überprüften COYNE 

und Mitarbeiter diese Zahlen mit einem Fragebogen, der an alle Mitglieder der 

American Association of Feline Practitioners (AAFP) geschickt wurde. Das Ergebnis 

war eine Inzidenz Injektions-assoziierter Sarkome von 3,6 Fällen pro 10.000 Katzen 

(COYNE et al., 1997). Die neuesten Zahlen lieferten GOBAR und KASS, die in ihrer 

internetgestützten Studie in den USA und Kanada eine Inzidenz von 0,63 Vakzine-

assoziierten FSA pro 10.000 geimpften Katzen fanden (GOBAR und KASS, 2002). 

Über die Inzidenz von FSA in Europa existieren keine durch Studien belegten Zahlen. 

Typische Lokalisationen der Injektions-assoziierten Fibrosarkome sind der 

interscapuläre Bereich wie in Abbildung 1 gezeigt, die dorsolaterale Brustwand, die 

Lumbargegend und die Musculi semimembranosus und semitendinosus. Seltener 

findet man FSA an Kopf, Abdomen, Schwanz oder den Gliedmaßen (HENDRICK et 

al., 1994, DODDY et al., 1996). 

 

Abb. 1: Fibrosarkom einer Katze an typischer interscapulärer Lokalisation.  

(Aus dem Patientengut der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München) 
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Injektions-assoziierte Sarkome liegen in der Subkutis, sind makroskopisch gut 

abgegrenzt, zeichnen sich histologisch jedoch durch ein stark infiltratives Wachstum 

in der Unterhaut und entlang der Faszien aus (DODDY et al., 1996, HIRSCHBERGER 

und KESSLER, 2001). 

2.1.2.1. Histologisches Bild 

Die meisten Injektions-assoziierten Sarkome werden histologisch als Fibrosarkome 

diagnostiziert. Außerdem treten auf: Rhabdomyosarkome, Myxosarkome, 

Chondrosarkome, fibröse Histiozytome und undifferenzierte Sarkome (HENDRICK 

und BROOKS, 1994, MADEWELL et al., 2001). 

Die meisten dieser Injektions-assoziierten Sarkome gehen mit einer Entzündung 

einher, die durch follikuläre Lymphozytenaggregate und Plasmazellen 

gekennzeichnet ist. COUTO und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass die 

Lymphozytenaggregate überwiegend von T-Lymphozyten gebildet werden, obwohl 

eine solche Aggregatbildung bisher nur von B-Lymphozyten bekannt war (COUTO et 

al., 2002). Das histologische Bild wird von pleomorphen Spindelzellen, 

mehrkernigen Riesenzellen und histiozytären Zellen geprägt (HENDRICK und 

BROOKS, 1994). Myofibroblasten oder myofibroblastenartige Zellen wurden ebenfalls 

häufig in Injektions-assoziierten Sarkomen entdeckt, wo sie eine Art Pseudokapsel 

bildeten. Nach COUTO und Mitarbeitern könnte diese Kapsel das Eindringen von  

T-Lymphozyten in den Tumor verhindern und so die follikuläre Anordnung dieser 

Entzündungzellen erklären (COUTO et al., 2002). 

2.1.2.2.  Metastasierungsverhalten 

Die Metastasierungsrate ist beim Vakzine- oder Injektions-assoziierten FSA nicht 

sehr hoch und wird in der Literatur mit 10 bis 28 % angegeben (COUTO und MACY, 

1998, HERSHEY et al., 2000). Metastasen finden sich am häufigsten in den Lungen 

wie in Abbildung 2 gezeigt, gefolgt von regionalen Lymphknoten und Nieren, Milz 

und Darm (KOBAYASHI et al., 2002). Es existieren aber auch Fallberichte über 

Metastasen in Leber und Omentum majus (SANDLER et al., 1997), in Mediastinum 

und Perikard (ESPLIN, 1995) sowie intraokulär (FULTON et al., 1991). Mit der Anzahl 

der Operationen und dem wiederholten Auftreten von Rezidiven steigt die Gefahr des 
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Auftretens von Metastasen. Beim erstmaligen Auftreten eines Vakzine-assoziierten 

FSA ist die Metastasierungsrate mit 5 % noch sehr gering (HERSHEY et al., 2000). 

 

Abb. 2: Multiple Lungenmetastasen einer Katze mit deutlich sichtbarem inter-

scapulärem Fibrosarkom (Aufnahme Thorax latero-lateral). (Aus dem digitalen 

Röntgenarchiv der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München) 

 

2.1.2.3. Diagnostisches Vorgehen 

Jede Umfangsvermehrung im Bereich einer Injektionsstelle ist als verdächtig 

anzusehen, wenn sie drei Monate nach der Injektion noch besteht, größer als 2 cm ist 

oder einen Monat nach der Injektion noch an Größe zunimmt (VAFSTF, 1999). 

Solche verdächtigen Umfangsvermehrungen sollten entsprechend behandelt werden, 

nachdem eine gründliche Untersuchung der Katze mit Röntgenaufnahmen des Thorax 

in drei Ebenen und einer abdominalen Ultraschalluntersuchung durchgeführt wurde. 

Zur genaueren Bestimmung der Ausmaße des Tumors hat sich die 

Computertomographie als geeignet erwiesen, wobei die tatsächliche Größe der 

Tumormasse in der von MCENTEE durchgeführten Studie zweimal so groß war wie 

bei der klinischen Untersuchung angenommen (MCENTEE, 2000). 
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2.1.3.  Therapiemöglichkeiten  

Im Folgenden wird ein Überblick gegeben über die verschiedenen 

Behandlungsmöglichkeiten des FSA und deren Erfolgsaussichten. 

2.1.3.1.  Chirurgie 

Die chirurgische Tumorexstirpation gilt als Standardtherapie trotz sehr hoher 

Rezidivraten von bis zu 70 % (BOSTOCK und DYE, 1979, MCENTEE und PAGE, 2001). 

Dabei hängt die Prognose nach operativer Entfernung wesentlich davon ab, wie 

weiträumig der Tumor entfernt werden konnte und ob die Exstirpation vollständig 

war (HERSHEY et al., 2000, KOBAYASHI et al., 2002). Das Auftreten eines Rezidivs 

kann bei unvollständiger Entfernung bereits zwei Wochen postoperativ beobachtet 

werden (LESTER et al., 1996), wird aber meist in den ersten sechs Monaten nach der 

Operation festgestellt (HENDRICK et al., 1994). 

Entscheidend für die Prognose ist vor allem die radikale chirurgische Entfernung. Das 

heißt, der Tumor sollte zu den Seiten hin mit einem Sicherheitsabstand von 3 cm zum 

gesunden Gewebe und zur Tiefe hin mit mindestens einer gesunden Faszien- oder 

Muskelschicht entfernt werden (SEGUIN, 2002). Dies belegt auch eine retrospektive 

Studie aus dem Jahr 2005, bei der Katzen mit einem Tumor der kleiner als 2 cm und 

damit auch leichter operabel war, eine statistisch signifikant verlängerte 

Überlebenszeit hatten (DILLON et al., 2005). Während es selbst bei vollständiger 

Tumorentfernung in einer Studie von DAVIDSON und Mitarbeitern nach einer 

medianen Zeit von 16 Monaten zu einem Rezidiv kam, betrug die mediane 

rezidivfreie Zeit bei 61 Katzen, die von HERSHEY und Mitarbeitern untersucht 

wurden nur 94 Tage. Dabei war allerdings eine große Abhängigkeit von den 

Fähigkeiten des Chirurgen zu sehen, da praktische Tierärzte nur eine 

durchschnittliche rezidivfreie Zeit von 66 Tagen erzielten, während in tierärztlichen 

Klinken mediane rezidivfreie Zeiten von 274 Tagen erreicht wurden (HERSHEY et al., 

2000). Keine Angaben zur Operationstechnik wurden bei der Studie von POIRIER 

und Mitarbeitern gemacht, in der die mediane rezidivfreie Zeit einer historischen 

Kontrollgruppe 93 Tage betrug (POIRIER et al., 2002). Die Vorteile einer noch 

weiträumigeren Operationstechnik belegten KUNTZ und POWERS 2000. In ihrer 
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Studie wurde bei 19 Katzen ein FSA mit einem seitlichen Abstand von 5 cm zum 

Gesunden und mindestens zwei Muskelschichten in der Tiefe entfernt. Bei keiner 

Katze trat im Beobachtungszeitraum von zwei bis 433 Tagen ein Rezidiv auf (KUNTZ 

und POWERS, 2000). LIDBETTER und Mitarbeiter operierten sechs Katzen radikal 

mit Entfernung der lateralen Körperwand und konnten innerhalb von zwölf bis 24 

Monaten kein Rezidiv beobachten (LIDBETTER et al., 2002). 

2.1.3.2.  Radiotherapie 

Verschiedene Protokolle zur prä- oder postoperativen Strahlentherapie wurden 

erprobt. CRONIN und Mitarbeiter bestrahlten 33 Katzen präoperativ mit Cobalt 60 

und erreichten so eine Rezidivrate von 54 % bei einer medianen rezidivfreien Zeit 

von 398 Tagen (CRONIN et al., 1998). In der von KOBAYASHI und Mitarbeitern 

2002 publizierten Studie waren diese 33 Katzen Teil der insgesamt 92 retrospektiv 

ausgewerteten Katzen. Alle 59 Katzen wurden präoperativ bestrahlt und die mediane 

rezidivfreie Zeit lag bei 584 Tagen. Bei Katzen mit kompletter Tumorresektion lag 

die Rezidivrate bei 42 % (KOBAYASHI et al., 2002). Von einer ähnlichen Rezidivrate 

von 41 % bei postoperativer Bestrahlung konnten COHEN und Mitarbeiter 2001 in 

ihrer retrospektiven Studie berichten. Die mediane rezidivfreie Zeit betrug 405 Tage, 

und sowohl die rezidivfreie Zeit als auch die Überlebenszeit behandelter Katzen war 

umso länger, je früher nach der Operation die Bestrahlung begonnen wurde (COHEN 

et al., 2001). Ebenfalls retrospektiv werteten STEGER-LIEB und Mitarbeiter 18 Fälle 

aus und kamen dabei zu dem Schluss, dass eine postoperative Radiotherapie 

mikroskopische Ausläufer des Tumors inaktivieren und somit die rezidivfreie Zeit 

verlängern kann. Die Ergebnisse dieser Studie ähneln den bereits veröffentlichten mit 

einer rezidivfreien Zeit von 422 Tagen und  einer Rezidivrate von 44 % (STEGER-

LIEB et al., 2002). In ihrer kürzlich veröffentlichten Studie werteten HAHN und 

Mitarbeiter 42 Fälle von Katzen aus, die nach unvollständiger Entfernung eines 

Sarkoms einer Radiotherapie unterzogen wurden. Dabei fanden sie eine mediane 

rezidivfreie Zeit von 5,7 Monaten. Dieses Ergebnis liegt deutlich unter den bereits 

veröffentlichten Zeiten (HAHN et al., 2007). 
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2.1.3.3. Adjuvante Chemotherapie und Elektrochemotherapie 

In in vitro Studien konnten zwar viel versprechende Ergebnisse mit einigen 

Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Mitoxantron, Vincristin und Paclitaxel in 

Bezug auf die Reduktion von kultivierten Tumorzelllinien erzielt werden (WILLIAMS 

et al., 2001, BANERJI et al., 2002), klinisch konnte der Effekt einer Chemotherapie 

beim FSA jedoch noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. In der einzigen 

kontrollierten klinischen Studie, in der Katzen mit FSA zusätzlich zur Operation mit 

Doxorubicin behandelt wurden, konnte kein signifikanter Unterschied zur 

Kontrollgruppe in Bezug auf Rezidivrate, rezidivfreie Zeit und mediane 

Überlebenszeit gefunden werden (MARTANO et al., 2005). 

POIRIER und Mitarbeiter verglichen im  Jahre 2002 in einer Studie die Wirksamkeit 

von Doxil (in Liposomen verpackte Form von Doxorubicin) mit der von 

Doxorubicin. Dabei fanden sie keinen Unterschied hinsichtlich der medianen 

rezidivfreien Zeit, die bei 388 Tagen lag. Allerdings konnte eine größere Haut- und 

Nephrotoxozität für Doxil nachgewiesen werden, so dass, den Autoren nach, freies 

Doxorubicin vorzuziehen ist (POIRIER et al., 2002). 

Bereits im Jahr 1997 testete MIR und Mitarbeiter die Elektrochemotherapie mit 

Bleomycin bei zwölf Katzen. Durch lokale elektrische Impulse soll bei dieser 

Therapieform die Zellmembran der Tumorzellen für das Chemotherapeutikum 

durchlässig gemacht werden und somit ein Zugang zur Desoxyribonukleinsäure 

(DNA) geschaffen werden. Die Fibrosarkome konnten durch die Therapie für einen 

Zeitraum von zwei Wochen bis sieben Monaten im Wachstum gestoppt werden, was 

zu einer signifikanten Verlängerung der medianen Überlebenszeit von 0,8 Monaten 

zu 6,1 Monaten führte (MIR et al., 1997). SPUGNINI und Mitarbeiter verglichen in 

einer 2007 veröffentlichten Studie Kontrollkatzen (nur operative Tumorentfernung) 

mit Katzen, die einer intra- oder postoperativen Elektrochemotherapie mit Bleomycin 

unterzogen wurden. Dabei ergaben sich rezidivfreie Zeiten von zwölf bis 19 Monaten 

in der behandelten Gruppe im Gegensatz zu lediglich vier rezidivfreien Monaten in 

der Kontrollgruppe (SPUGNINI et al., 2007). 

Auch RASSNICK und Mitarbeiter erzielten viel versprechende Ergebnisse bei der 

Behandlung von 27 Katzen mit inoperablen, rezidivierenden oder metastasierenden 
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Fibrosarkomen mit Ifosfamid. Die Katzen wurden dabei keiner Operation mehr 

unterzogen, 41 % der Tiere sprachen auf die Chemotherapie an und die mediane Zeit 

der Wirkung lag bei 70 Tagen. Allerdings mussten zwei Tiere aufgrund der 

erheblichen Nephrotoxizität dieser Behandlung euthanasiert werden (RASSNICK et al., 

2006). 

2.1.3.4. Multimodale Therapien 

In vielen der bereits genannten Studien wurde eine Behandlungsgruppe einer 

multimodalen Therapie in Form von Operation, Radio- und Chemotherapie 

unterzogen. Weder COHEN und Mitarbeiter, BREGAZZI und Mitarbeiter noch 

KOBAYASHI und Mitarbeiter konnten dabei einen signifikanten Unterschied 

bezüglich Rezidivrate, medianer Überlebenszeit oder rezidivfreier Zeit ermitteln. 

Diese Studien untersuchten die adjuvante Wirkung von Vincristin, Cyclophosphamid, 

Doxorubicin und Carboplatin (BREGAZZI et al., 2001, COHEN et al., 2001, 

KOBAYASHI et al., 2002). In einer retrospektiven Studie aus dem Jahr 2001 konnte 

jedoch ein signifikanter Unterschied bei Katzen festgestellt werden, die zusätzlich zu 

Operation und Bestrahlung eine Chemotherapie erhielten. Diese Katzen hatten eine 

doppelt so lange mediane tumorfreie Zeit (360 Tage im Vergleich zu 162 Tagen) als 

Katzen, die keine zusätzliche Behandlung mit Doxorubicin erhielten. Allerdings 

zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der mittleren Überlebenszeit (KING et 

al., 2001). Möglicherweise liegt der Grund für diese verlängerte tumorfreie Zeit in 

der Hypothese von SEGUIN begründet, dass Chemotherapeutika zu einer 

nachfolgenden höheren Empfänglichkeit für die Bestrahlung führen (SEGUIN, 2002). 

So kann z. B. auch die Größe eines bestehenden Tumors durch eine präoperative 

Bestrahlung reduziert werden (BARBER et al., 2000).  

Ein weiterer Ansatz zur Behandlung des FSA ist der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib 

Mesylat (Gleevec®, Novartis Pharma, Basel, Schweiz). Eine Überexpression von 

PDGF und PDGFR, die schon in einigen FSA nachgewiesen wurde ist die Grundlage 

dieses Therapieansatzes, da Imatinib Mesylat selektiv den PDGFR hemmt 

(KATAYAMA et al., 2004). Vier Katzen mit FSA und nachgewiesener PDGFR-

Überexpression wurden 2005 von LACHOWICZ und Mitarbeitern in einer 

unkontrollierten Phase-I-Studie mit Imatinib Mesylat behandelt. Das oral verabreichte 
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Medikament war gut verträglich und führte zu einer Stabilisierung der Tumorgröße 

über einen Zeitraum von zwei Monaten (LACHOWICZ et al., 2005). 

2.1.3.5. Immuntherapie 

Eine Immuntherapie des FSA mit dem unspezifischen Immunstimulans Acemannan 

wurde bisher in zwei Studien erprobt. Dabei soll es zur Aktivierung von 

Makrophagen und zur Ausschüttung von Interleukin (IL)-1, IL-6, Tumor-Nekrose-

Faktor-α (TNF-α) und Interferon-γ (IFN-γ) kommen. KING und Mitarbeiter testeten 

Acemannan zur Behandlung von acht Hunden und fünf Katzen mit Fibrosarkomen 

als adjuvante Therapie zusätzlich zu Operation und Bestrahlung. Bei dieser 

unkontrollierten Studie waren drei der behandelten Katzen bei Veröffentlichung der 

Studie rezidivfrei, eine Katze verstarb nach der Operation und eine Katze erkrankte 

an einem Rezidiv 204 Tage nach der Operation (KING et al., 1995). In einer zweiten 

Studie mit nur drei Katzen die intraperitoneal (i. p.) und intratumoral (i. t.) mit 

Acemannan behandelt wurden und von denen zwei zusätzlich operiert wurden, blieb 

eine Katze rezidivfrei, während die zweite Katze nach zwei Monaten ein lokales 

Rezidiv bekam (KENT, 1993). Die geringe Fallzahl lässt keine Einschätzung der 

Effektivität der Acemannan-Therapie zu. In einer 2007 veröffentlichten 

unkontrollierten Studie wurden Katzen prä- und postoperativ mit rekombinantem 

Interferon-ω behandelt. Die Nebenwirkungen der Therapie waren gering und die 

ermittelte Rezidivrate von 45 % viel versprechend, allerdings handelte es sich wie 

erwähnt um eine unkontrollierte Studie und 85 % der behandelten Katzen hatten 

einen Tumor von weniger als 3 cm Größe im Durchmesser (HAMPEL et al., 2007). 

2.1.3.6. Immunologische Gentherapie 

In einer 1996 veröffentlichten kontrollierten Studie von QUINTIN-COLONNA und 

Mitarbeitern wurden 32 Katzen mit FSA behandelt. Die 16 Katzen der 

Kontrollgruppe wurden zusätzlich zur Tumorexstirpation einer Radiotherapie 

unterzogen. Die Katzen der Therapiegruppe wurden zusätzlich zu Operation und 

Radiotherapie mit histoinkompatiblen Zellen behandelt, die humanes IL-2 (huIL-2) 

sezernierten. Diese Zellen wurden insgesamt sieben Mal in einem Zeitraum von zwei 

Monaten subcutan (s. c.) injiziert. Die Nebenwirkungen blieben bis auf eine Katze, 
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die eine anaphylaktische Reaktion zeigte, gering. Die Rezidivrate war bei den 

gentherapeutisch behandelten Katzen mit 31 % deutlich geringer als die der 

Kontrollgruppe mit 69 %. Und auch die medianen Überlebenszeiten waren in der 

Therapiegruppe mit 16 Monaten doppelt so lang wie in der Kontrollgruppe (QUINTIN-

COLONNA et al., 1996). 

JOURDIER und Mitarbeiter behandelten Katzen mit FSA mit einer Kombination aus 

Operation und Brachyradiotherapie (Kontrollgruppe) und zusätzlicher Gentherapie. 

Die Gentherapie bestand aus Kanarienpocken- oder Vacciniaviren die entweder 

humanes oder felines IL-2 (feIL-2) exprimierten und über einen Zeitraum von acht 

Wochen s. c. injiziert wurden. Auch in dieser Studie konnte durch die Gentherapie 

die Rezidivrate von 61 % in der Kontrollgruppe auf 39 % in der mit huIL-2 

behandelten und 28 % in der mit feIL-2 behandelten Gruppe gesenkt werden 

(JOURDIER et al., 2003). 

In einer kürzlich veröffentlichten Phase-I-Studie wurden Katzen mit spontan 

auftretenden Weichteilsarkomen gentherapeutisch behandelt. 13 Katzen wurden 

zunächst bestrahlt und dann einer i. t. Injektion eines adenoviralen Vektors, der  feIL-

12 exprimieren sollte, unterzogen. 24 Stunden nach der Injektion wurden die 

Tumoren für eine Stunde auf 41° C erhitzt um den Hitzeschock-Promotor 70B zu 

aktivieren und daraufhin wurde die IL-12 und IFN-γ-Expression in den bioptierten 

Tumoren bestimmt. Da es sich um eine Phase-I-Studie handelt, wurden keine 

Rezidivraten bestimmt, sondern lediglich eine tolerierbare Dosis festgelegt (SIDDIQUI 

et al., 2007). 

An der Medizinischen Kleintierklinik wurden bisher im Rahmen des Fibrosarkom-

Projekts vier Dissertationen abgeschlossen, die sich in Phase-I-Studien mit der 

adjuvanten Therapie des FSA beschäftigten. WIELAND verwendete in ihrer Studie 

adenovirale Vektoren, die huIL-2 und feIFN-γ exprimierten und postoperativ an den 

Tagen 1, 2, 3, 6 und 7 s. c. verabreicht wurden. Die Toxizität blieb gering und konnte 

nur in der höchsten Dosisgruppe in Form einer Erhöhung der Körpertemperatur oder 

einem Anstieg der Serum-Aspartat-Amino-Transferase (AST)-Aktivität beobachtet 

werden (WIELAND, 2002). In einer von WIEDMANN durchgeführten Studie wurde 

diese Therapie modifiziert, indem derselbe adenovirale Vektor zweimalig i. t. 
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appliziert wurde. Da es in der höchsten Dosis von 5x108 zu nicht tolerierbarer 

Toxizität in Form von Gewichtsreduktion, Anstieg der Körpertemperatur, Abnahme 

des Hämatokrits sowie Leuko- und Thrombozytopenie kam, wurde als maximal 

tolerierbare Dosis (MTD) für eine nachfolgende Phase-II-Studie die Dosis von 1x108 

festgelegt (WIEDMANN, 2005). KEMPF testete erstmalig die Anwendung einer 

Kombination aus den drei felinen Zytokingenen IL-2, IFN-γ und Granulozyten-

Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF). Als Genvektoren wurden 

auf einem Kollagenschwamm aufgebrachte Plasmide verwendet, wobei der 

Schwamm intraoperativ in das Tumorbett eingesetzt wurde. In dieser kontrollierten 

Phase-I-Studie konnte die höchste Dosis von 600 µg/Plasmid als MTD festgesetzt 

werden,da nur geringe Nebenwirkungen in Form von Lymphozytopenien beobachtet 

wurden (KEMPF, 2005). 

Kürzlich veröffentlicht wurde eine Studie von JAHNKE und Mitarbeitern, in der 

ebenfalls die Kombination aus den drei felinen Zytokingenen (feIL-2, feIFN-γ und 

feGM-CSF) verwendet wurde. Zusätzlich wurde in dieser Studie, wie auch in der 

vorliegenden Arbeit, die Magnetofektion angewendet. In dieser kontrollierten Phase-

I-Studie konnte die höchste Dosis von 450 µg/Plasmid je Zytokin zwar ohne 

auftretende Toxizität als MTD festgelegt werden, die vorläufigen Ergebnisse 

bezüglich Rezidivraten erfordern jedoch weitere Untersuchungen, da in der höchsten 

Dosisstufe auch die höchsten Rezidivraten auftraten (JAHNKE et al., 2007). 

2.2. Tumorimmunität 

Obwohl maligne Zellen weniger immunogen als andere Pathogene sind, können sie 

eine Immunantwort auslösen (BLATTMAN und GREENBERG, 2004). Für die 

Bekämpfung von Tumorzellen sind vor allem T-Lymphozyten als Bestandteile des 

zellulären Immunsystems verantwortlich (ELMSLIE und DOW, 1997). Während  

T-Lymphozyten die primären Effektorzellen einer antitumoralen Immunantwort 

darstellen, spielt das humorale Immunsystem erst bei der Ausbildung einer 

Antitumor-Immunität eine Rolle (ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). 
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2.2.1. Tumorantigene 

Tumorantigene sind abnorme Proteine oder physiologisch vorkommende Proteine, 

die übermäßig produziert werden. Da sie nur schwach immunogen sind, induzieren 

sie keine ausreichende Immunantwort. Tumor-assoziierte Tumorantigene werden 

auch von normalem Gewebe exprimiert, während tumor-spezifische Antigene wie  

z. B. onkofetale Antigene in gesunden erwachsenen Zellen nicht mehr exprimiert 

werden (TIZARD, 2004). In der Humanmedizin dienen diese Tumorantigene sowohl 

zur Früherkennung als auch zur Therapieüberwachung, während in der 

Veterinärmedizin nur wenige Tumorantigene identifiziert werden konnten 

(ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). Ein Beispiel ist das spezifische Tumorantigen 

des felinen Melanoms (fMAGE-2), dass ähnlich dem humanen Melanom-Antigen 

exprimiert wird (MA et al., 2002). 

2.2.2. Major Histocompatibility Complex 

Der Major Histocompatibility Complex (MHC) bildet eine Gruppe von Genen, die 

für MHC-Moleküle kodieren, die auf der Oberfläche jeder Körperzelle sitzen und 

diese als zum Körper zugehörig markieren, sowie immunologische Prozesse 

regulieren. Es werden MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Moleküle unterschieden. 

MHC-I-Moleküle finden sich auf der Oberfläche fast aller kernhaltiger Körperzellen 

und informieren ihre Umgebung über Abläufe aus dem Inneren der Zellen, indem sie 

kurze Peptide endogenen Ursprungs präsentieren (ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). 

Sind MHC-I-Moleküle auf Tumorzellen ausgebildet, präsentieren sie Peptide von 

Tumorantigenen (RIBAS et al., 2000). Die Antigenerkennung der MHC-I-Moleküle 

erfolgt über zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+-T-Zellen) (ARMSTRONG und 

HAWKINS, 2001). 

MHC-II-Moleküle werden nur von professionellen antigenpräsentierenden Zellen 

(APC) exprimiert und von T-Helfer-Zellen (CD4+-T-Zellen) erkannt. Sterben 

Tumorzellen ab, werden die dabei freiwerdenden Proteine von APC aufgenommen 

und über MHC-II-Moleküle dem Immunsystem präsentiert (ARMSTRONG und 

HAWKINS, 2001). 
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2.2.3. Effektorzellen der Tumorimmunität 

Dazu gehören CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten, Makrophagen, dendritische Zellen 

sowie B-Lymphozyten (ELMSLIE und DOW, 1997), auf die im Folgenden jeweils kurz 

eingegangen wird. 

2.2.3.1. T-Lymphozyten 

Sie sind die eigentlichen Effektorzellen einer Antitumor-Antwort und führen direkt 

oder indirekt zur Abtötung oder zum Stillstand des Wachstums von Tumoren 

(ELMSLIE und DOW, 1997). 

Zytotoxische T-Zellen (CD8+-T-Zellen) erkennen mittels ihres T-Zell-Rezeptors 

(TCR) Peptide, die ihnen über MHC-I-Moleküle präsentiert werden und führen so 

aktiviert zur Zelllyse (RIBAS et al., 2000). Diese kann entweder durch Induktion von 

Apoptose oder Perforin-mediiert erfolgen (ELMSLIE und DOW, 1997). Allerdings 

kann eine Aktivierung der CD8+-T-Zellen nur erfolgen, wenn zur Bindung des TCR 

an ein Peptid noch ein zweites stimulierendes Signal in Form des 

Oberflächenmoleküls B7 oder stimulierender Zytokine hinzukommt (RIBAS et al., 

2000). 

T-Helfer-Zellen (CD4+-T-Zellen) erkennen Antigene nur, wenn sie von APC über 

MHC-II-Moleküle präsentiert werden (ELMSLIE und DOW, 1997). Nach erfolgter 

Bindung des TCR an präsentierte Peptide produziert die so aktivierte T-Helfer-Zelle 

Zytokine, wie z. B. IFN-γ oder Interleukin (IL)-10, die, je nach Funktion CD8+-T-

Zellen hemmen oder aktivieren (RIBAS et al., 2000). So führen CD4+-T-Zellen zum 

direkten Zelltod oder induzieren ihn durch die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen. 

Über eine Interaktion mit B-Lymphozyten können CD4+-Zellen zudem eine humorale 

Immunantwort stimulieren (ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). 

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind CD4+- und CD25+-positive Zellen, die über 

eine Expression des Transkriptionsfaktors Forkhead box protein 3 (FOXP3) 

identifiziert werden. Funktionsgemäß definiert werden Tregs als T-Zellen, die eine 

Immunantwort schwächen oder unterbinden, indem sie die Aktivität anderer Zellen 

vermindern. Ihre Aufgabe besteht also darin, eine Autoimmunität zu verhindern, 

indem sie den Körper vor T-Zellen, die auf körpereigene Antigene reagieren, 
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schützen. Da jedoch auch Tumorantigene körpereigene Antigene darstellen, 

unterdrücken Tregs auch die Funktion tumorspezifischer CD4+- und CD8+-Zellen 

(VIEWEG et al., 2007). Zudem wurde gezeigt, dass auch die Funktion von Natürlichen 

Killer (NK) Zellen in vivo in Abhängigkeit vom transformierenden Wachstumsfaktor-

β durch Tregs unterdrückt wird. So können Tregs sowohl das angeborene als auch das 

erworbene Immunsystem hemmen (GHIRINGHELLI et al., 2005). 

2.2.3.2. Natürliche Killerzellen 

Sie stellen eine Unterart der Lymphozyten dar und sind unspezifisch, da sie dem 

angeborenen Immunsystem angehören. Durch MHC-I-Moleküle werden sie 

gehemmt, dies dient dem Schutz gesunder Körperzellen. Sie lysieren nur Zellen, die 

fremde oder keine MHC-Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimieren, wie es bei 

metastatischen Tumorzellen oft der Fall ist. Eine Aktivierung kann durch dendritische 

Zellen (DC), Interferone und IL-12 erfolgen. Eine wichtige Rolle spielen Zytokine in 

der Regulierung der NK-Zellen. Sowohl IL-2 als auch IFN-γ stimulieren das NK-

Zellen-Wachstum, IL-4 kann die zytotoxische Aktivität verstärken und unter dem 

Einfluss von IL-12 und TNF-α wird IFN-γ von den NK-Zellen produziert, was 

wiederum die weitere Differenzierung von NK-Zellen und die Aktivierung von 

Makrophagen zur Folge hat (TIZARD, 2004). 

NK-T-Zellen exprimieren sowohl einen TCR als auch einen NK-Rezeptor und 

spielen eine Rolle bei Antitumor-Immunität, Autoimmunität und einer gegen 

Bakterien gerichteten Immunität. Sie stellen eine Verbindung zwischen dem  

T-Zellsystem und dem angeborenen NK-Zellsystem dar (TIZARD, 2004). 

2.2.3.3. Antigenpräsentierende Zellen 

Unter diesem Begriff werden B-Zellen, Makrophagen und DC zusammengefasst. 

Nach Aufnahme eines Antigens wandern die APC in den regionären Lymphknoten 

ein und präsentieren dort das Antigen den T-Zellen, was eine Immunantwort auslöst 

(BLATTMAN und GREENBERG, 2004). Als einzige Zellen, die sowohl MHC-I- als auch 

MHC-II-Moleküle exprimieren, können APC sowohl den CD4+- als auch den CD8+-

Zellen Peptidfragmente präsentieren (ELMSLIE und DOW, 1997). 
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2.2.3.4. Makrophagen 

Makrophagen als Teil des unspezifischen Immunsystems phagozytieren körperfremde 

Proteine, die sie dann als Antigene mit Hilfe des MHC-II-Moleküls präsentieren. In 

der antitumoralen Immunantwort nehmen sie nur eine untergeordnete Rolle ein, 

können aber nach einer Aktivierung durch IFN-γ oder GM-CSF lysosomale Enzyme, 

Sauerstoffradikale oder TNF-α freisetzen und so eine Antitumorfunktion erfüllen 

(KLIMP et al., 2002). 

2.2.4. „Danger-hypothesis“ 

Die sogenannte „Danger-hypothesis“ bezeichnet eine Sicherheitsvorkehrung zum 

Schutz des Körpers vor einer Reaktion gegen eigene Antigene und wird als 

Schwachstelle des Immunsystems von Tumorzellen genutzt. Die Hypothese besagt, 

dass eine Immunantwort nur dann erfolgt, wenn ein Antigen auf stimulatorische Art 

präsentiert wird, das heißt, dass zwei Signale dazu erforderlich sind (RIBAS et al., 

2000). Die Anwesenheit des APC-Antigen-Komplexes stellt das erste Signal dar, das 

zweite Signal ist die Kostimulation durch das Oberflächenmolekül B7 oder 

stimulatorische Zytokine (ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). Bei Präsentation eines 

Antigens durch eine Tumorzelle ohne Kostimulation wird dies also vom 

Immunsystem nicht als gefährlich wahrgenommen und eine Immunantwort bleibt aus 

(RIBAS et al., 2000). 

2.2.5. Tumor-escape-Mechanismen 

Darunter werden Mechanismen zusammengefasst, mithilfe derer es Tumorzellen 

gelingt, von T-Zellen weder erkannt noch zerstört zu werden (BLATTMAN und 

GREENBERG, 2004). Im Folgenden sollen die drei Hauptmechanismen kurz 

angesprochen werden. 

Der wichtigste Mechanismus besteht in einer Reduktion oder dem völligen Verlust 

der Expression von MHC-I-Molekülen auf der Tumorzelloberfläche. Häufig wird 

dieses Phänomen in metastasierten Tumorzellen beobachtet, da es durch das 

Immunsystem zu einer Selektion negativer MHC-I-Klone kommt (COSTELLO et al., 

1999). Da jedoch ein völliges Fehlen von MHC-Molekülen zu einer NK-Zell-
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Aktivierung führen müsste, wird vermutet, dass die vermeintlich MHC-I-negativen 

Tumorzellen nur zu geringe Mengen an MHC-Molekülen ausbilden um diese 

nachweisen zu können (ELMSLIE und DOW, 1997). 

Ein weiteres Mittel zur Vermeidung einer Immunantwort auf Tumorzellen ist die 

„Fas-counterattack“. Wird das hauptsächlich von T-Lymphozyten exprimierte Fas-

Molekül durch seinen Liganden (FasL) stimuliert, induziert das die Apoptose. FasL 

wird von vielen Tumorzellen wie Melanom-, Lymphom- oder Kolonkarzinomzellen 

gebildet, und infiltrierende T-Lymphozyten können so zerstört werden, während der 

Tumor selbst oft zumindest teilweise resistent gegen eine Fas-induzierte Apoptose ist 

(COSTELLO et al., 1999). 

Der dritte Hauptmechanismus besteht in einer fehlenden Expression von 

Kostimulations- und Adhäsionsmolekülen durch Tumorzellen. Somit fehlt das zweite 

Signal zur Aktivierung der T-Lymphozyten. Dieser Effekt tritt vor allem bei soliden 

Tumoren auf (COSTELLO et al., 1999). 

Weitere Mechanismen des Tumor escape bestehen in der fehlenden 

Antigenausbildung durch Tumorzellen und der so genannten Antigenmaskierung. 

Dabei werden Oberflächenatigene neoplastischer Zellen durch Mukopolysaccharide 

abgeschirmt, die von Tumorzellen produziert werden. Außerdem können von 

Tumorzellen gebildete inhibitorische Zytokine eine Aktivierung von CD8+-Zellen in 

der Umgebung von Tumoren verhindern (FOSS, 2002). 

2.2.6. Zytokine 

Diese vom Körper gebildeten Proteine sind für die Regulation der Immunantwort 

verantwortlich. Im Gegensatz zu klassischen Hormonen wirken sie auf eine Vielzahl 

von Zellen und viele Zytokine haben ähnliche Effekte. Zudem werden verschiedene 

Zytokine vom gleichen Zelltyp freigesetzt und dieses Netzwerk aus Zytokinen ist 

äußerst komplex aufgebaut (TIZARD, 2004). Zwei Zytokintypen werden 

unterschieden. Typ-1-Zytokine wie z. B. IL-2, IL-12, IFN-γ, TNF-α und GM-CSF 

sind immunstimulatorische Zytokine, die als kostimulatorische Signale für die 

Aktivierung des Immunsystems nötig sind (RIBAS et al., 2000). Dagegen wirken Typ-

2-Zytokine wie z. B. IL-10, IL-5 oder TGF-β inhibitorisch auf CD8+-Zellen, 
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aktivieren jedoch die humorale Immunantwort. Eine lokale Produktion von Typ-1-

Zytokinen in oder um einen soliden Tumor könnte die Antitumor-Immunität 

verstärken oder die Unempfindlichkeit von T-Zellen umkehren (ARGYLE, 1999). 

2.2.6.1. Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

GM-CSF spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation und Differenzierung 

hämatopoetischer Stammzellen und wirkt hauptsächlich auf Granulozyten- und 

Makrophagen-Vorläuferzellen (METCALF, 1986). Gebildet wird GM-CSF von  

T-Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen. Die biologische 

Wirkung von GM-CSF wird durch Bindung an einen Rezeptor vermittelt, der auf 

Zielzellen wie Granulozyten, Megakaryozyten, Makrophagen-Vorläuferzellen und 

reifen Neutrophilen, Makrophagen, Monozyten, DCs, Plasmazellen, bestimmten  

T-Lymphozyten und Gefäßendothelzellen, ausgebildet ist. Durch die Wirkung auf 

myeloide Stammzellen und die folgende Reifung und Differenzierung zu Monozyten 

und DC ist GM-CSF essentiell für die Differenzierung und das Überleben der 

wichtigsten APC (DUNHAM und BRUCE, 2004). So kann durch die Wirkung von GM-

CSF deren Einwanderung in einen Tumor gefördert werden und die vom Tumor 

induzierte Unterdrückung der DC aufgehoben werden (ARMSTRONG und HAWKINS, 

2001). Zudem wirkt GM-CSF chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und 

steigert deren phagozytotische Aktivität. Auch die phagozytotische und zytotoxische 

Funktion von Monozyten und Makrophagen wird durch GM-CSF erhöht. Zusätzlich 

wird die Expression von MHC-I- und -II-Molekülen hochreguliert, was zu einer 

Steigerung der Funktion von APC führt (ARMITAGE, 1998). 

Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass durch GM-CSF dosisabhängig 

zusätzlich zum immunstimulatorischen auch ein inhibitorischer Effekt erzielt werden 

kann. Dieser, durch myeloische Suppressor-Zellen bedingte Effekt, wurde jedoch nur 

bei Überschreitung eines bestimmten systemischen Schwellenwerts von GM-CSF 

beobachtet (SERAFINI et al., 2004). 

Als Nebenwirkungen von GM-CSF sind grippeähnliche Symptome beschrieben, 

sowie lokale Reaktionen am Ort der Injektion in Form von Rötungen und 

Schwellungen (BUCHSEL et al., 2002, RINI et al., 2003). Weiterhin konnten 

Eosinophilie und Leukozytose beobachtet werden (ARMITAGE, 1998). Ebenfalls 
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beschrieben ist das Kapillar-Leck-Syndrom als Nebenwirkung bei der Gabe von 

hohen Dosen GM-CSF nach einer Knochenmarkstransplantation (EMMINGER et al., 

1990, AL-HOMAIDHI et al., 1998).  

2.2.6.2. Weitere Zytokine 

In der Humanmedizin wurden zahlreiche weitere Zytokine hinsichtlich ihrer 

immunstimulatorischen Wirkung untersucht, auf die hier aber nicht näher 

eingegangen werden soll. Vor allem IL-2 und IFN-γ spielen eine wichtige Rolle in 

der Ausbildung einer Antitumor-Immunität. So wurde in einer kürzlich 

veröffentlichten Studie die Kombination der drei felinen Zytokingene IL-2, IFN-γ 

und GM-CSF als immunstimulatorische Gentherapie beim Fibrosarkom der Katze 

untersucht (JAHNKE et al., 2007). Erläuterungen zu dieser Studie finden sich bereits 

im Kapitel Immunologische Gentherapie. 

2.3. Gentherapie zur Immunstimulation 

Studien zu diesem Thema sind in der Veterinärmedizin und hier speziell der 

Onkologie nur wenige publiziert. Auf die Studien von QUINTIN-COLONNA und 

Mitarbeitern, JOURDIER und Mitarbeitern, SIDDIQUI und Mitarbeitern sowie 

JAHNKE und Mitarbeitern wurde im Kapitel Therapiemöglichkeiten schon näher 

eingegangen. 

Eine weitere Studie von DOW und Mitarbeitern beschäftigte sich mit der Therapie 

des oralen Melanoms bei Hunden. Die Tiere wurden über einen Zeitraum von zwölf 

Wochen alle zwei Wochen mit den spezieseigenen Zytokingenen GM-CSF oder IL-2 

in Form einer i. t. Injektion behandelt. Dabei konnte ein Therapieerfolg in Form einer 

kompletten oder partiellen Remission bei 46 % der behandelten Tiere festgestellt 

werden. Im Vergleich zur historischen Kontrollgruppe konnte die mediane 

Überlebenszeit von 15 auf 66 Wochen signifikant verlängert werden (DOW et al., 

1998). 
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2.4. Gentransfer 

Zur Einschleusung von therapeutischen Genen in Zielzellen werden Vektoren als 

Genfähren benötigt. Man unterscheidet dabei zwischen viralen und nonviralen 

Vektoren. 

2.4.1. Virale Vektoren 

Als virale Vektoren dienen DNA- und Ribonukleinsäure (RNA)-Viren. Die am 

häufigsten verwendeten DNA-Viren sind Adeno-, Adeno-assoziierte-, und Herpes-

simplex-Viren; von den RNA-Viren werden hauptsächlich Retroviren verwendet. 

Welche Viren zum Einsatz kommen, hängt dabei vor allem von den Zielzellen des 

Gentransfers ab, da die Viren zu ihrer erfolgreichen Verbreitung abhängig von deren 

Charakteristika sind. Durch den Einbau des zu exprimierenden Gens in die 

Gensequenz des Virus und die Deletion bestimmter Gensequenzen sind die als 

Vektoren verwendeten Viren zwar replikationsdefekt und dadurch weniger pathogen, 

die Arbeit mit solchen Viren erfordert aber dennoch Sicherheitsvorkehrungen der 

Stufe 2 (ARGYLE, 1999, VERMA und WEITZMAN, 2005). Ein weiterer Nachteil der 

viralen Vektoren besteht in ihrem pathogenen Potenzial. So bestehen bei der 

Verwendung retroviraler Vektoren die Gefahr einer Insertions-Mutagenese der 

Zielzellen sowie die Gefahr des Auftretens von replikationskompetenten Viren. Auch 

bei Adenoviren besteht durch Rekombination mit Wild-Typ-Viren die Gefahr der 

Bildung von selbstreplizierenden Viren. Allerdings ist die Effizienz eines 

Gentransfers mit viralen Vektoren sehr hoch, da sie leicht in Zielzellen eindringen 

und die Gene so in den Zellkern einbringen können (ARGYLE, 1999). 

2.4.2. Nonvirale Vektoren 

Als nonvirale Vektoren werden Plasmide verwendet, also bakterielle DNA-Moleküle, 

in die die zu exprimierenden Gensequenzen kloniert werden. Das Problem dieser sehr 

sicheren Methode besteht in ihrer geringeren Effizienz. Grund dafür ist die wenig 

ausgesprägte Fähigkeit dieser nackten DNA, in die Zielzellen einzudringen. Durch 

verschiedene physikalische Methoden wie Elektroporation (eine Methode zum 

durchlässig machen von Zellmembranen) oder die Verwendung einer Genpistole 
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(„Gene gun“) mit der Plasmid-DNA-beladene Goldpartikel ins Gewebe geschossen 

werden, kann der Gentransfer verbessert werden. Eine weitere Möglichkeit besteht in 

der Kopplung der DNA an chemische Trägermoleküle wie Polyethylenimin (PEI) als 

kationisches Polymer oder Lipide (NIIDOME und HUANG, 2002). Deren positive 

Ladung ermöglicht eine Interaktion mit der negativ geladenen Zellmembran und führt 

so zu einer endozytotischen Aufnahme in die Zielzelle (EL-ANEED, 2004). Mit 

Methoden zur Verbesserung des Gentransfers kombiniert stellen nonvirale Vektoren 

eine einfach zu handhabende, durch ihre geringe Immunität ungefährliche und in der 

Herstellung einfache Möglichkeit zur klinischen Verwendung dieser Genfähren dar 

(NIIDOME und HUANG, 2002). 

2.5. Magnetofektion 

Ein weiterer neuer Ansatz zur Verbesserung der Transfektionsrate nonviraler 

Vektoren sowie zu ihrer zielgerichteten lokalen Anwendung ist die Magnetofektion, 

die auf dem Prinzip des „magnetic drug targeting“ beruht. Dabei werden Genvektoren 

mit superparamagnetischen Nanopartikeln assoziiert (dieser Komplex wird 

Magnetofektin genannt), so dass sie unter dem Einfluss eines starken Magnetfeldes 

auf einen Zielbereich gerichtet werden können (SCHERER et al., 2002, PLANK et al., 

2003). Magnetische Eisenoxid-Nanopartikel werden mit dem kationischen Polymer 

PEI beschichtet (transMAG-PEI) und in einem 1:1 Verhältnis mit der Plasmid-DNA 

in physiologischer Kochsalzlösung gemischt. Die Assoziation des Vektors mit der 

DNA beruht dabei auf elektrostatischer Interaktion und einer salzinduzierten 

Kolloidaggregation. 

Zur Erzeugung des Magnetfeldes wird ein starker Dauermagnet, der aus Neodymium, 

Eisen und Bor (Nd-Fe-B-Magnet) besteht, über dem Zielgewebe angelegt, so dass die 

Magnetofektine zwar auf der Zelloberfläche beschleunigt akkumulieren, der 

endozytotische Aufnahmemechanismus jedoch nicht gestört wird. So wird ein 

Gentransfer bereits mit kleinsten Mengen an Vektoren, und einer damit verbundenen 

deutlich reduzierten Toxizität, ermöglicht (SCHERER et al., 2002). 

Abbildungen 3 und 4 veranschaulichen das Prinzip der Magnetofektion. 
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Abb. 3: Eisenhaltige Plasmid-DNA-Lösung 

 

Abb. 4: Prinzip der Magnetofektion: Konzentration der eisenhaltigen Plasmid- 

DNA-Lösung unter dem aufgelegten Neodymium-Eisen-Bor-Magneten 

 

2.5.1. In vitro- und in vivo-Studien zur Magnetofektion 

SCHERER und Mitarbeiter legten über Zellkulturplatten während einer Transfektion 

einen Nd-Fe-B-Magneten an, was zu einer schnellen Sedimentation der 

paramagnetischen Vektoren auf und in die Zellen führte. Maximale 

Transfektionslevel wurden bereits nach weniger als zehn Minuten festgestellt und es 

kam durch die stark erhöhte Konzentration der Vektoren an der Oberfläche zu einem 

stark verbesserten Dosis-Wirkungs-Profil. So konnte die in vitro Transfektion mit 

nonviralen Vektoren um einige tausend Mal verstärkt werden (SCHERER et al., 2002). 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen wiesen einen endozytotischen 

Aufnahmemechanismus der Magnetofektine in die Zelle nach (HUTH et al., 2004). 
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Die Effizienz der Magnetofektion konnte auch in zwei weiteren in vitro-Studien 

nachgewiesen werden. Hier war die Transfektionseffizienz um das 360fache bzw. das 

2500fache gesteigert im Vergleich zu konventionellen Transfektionssystemen 

(KROTZ et al., 2003, GERSTING et al., 2004). 

In einer Studie zur Realisierbarkeit der Verwendung PEI-beschichteter magnetischer 

Eisen-Oxid-Nanopartikel konnte die beste Transfektionseffizienz bei einem 1:1 

Verhältnis von DNA zu Nanopartikeln erzielt werden. Dabei lag die 

Transfektionsrate ohne Magnetfeld bei 10 % und mit Magnetfeld bei 51 % (WEI et 

al., 2004). 

Zum in-vivo-Nachweis einer erfolgreichen und lokal begrenzten Transfektion durch 

die Magnetofektion wurde ein nonviraler Vektor in das Ileuslumen von Ratten, den 

Magen von Mäusen und die Ohrvenen von Schweinen eingebracht. Dabei war die 

Genexpression im Einflussbereich des Ne-Fe-B-Magneten am höchsten, während sich 

im Kontrollgewebe keine Genexpression fand (SCHERER et al., 2002). 

2.5.2. Einsatz superparamagnetischer Nanopartikel 

Die Einsatzgebiete superparamagnetischer Nanopartikel reichen von der Diagnostik 

bis zur Anwendung als Transporter für Medikamente beim sogenannten „magnetic 

drug targeting“. 

Bereits seit einigen Jahren werden diese Nanopartikel als Kontrastmittel bei der 

Magnet-Resonanz-Tomographie verwendet (TAUPITZ et al., 2003). Ultrakleine 

superparamagnetische Nanopartikel eignen sich besonders zur Diagnose von 

Gefäßerkrankungen bei der Magnet-Resonanz-Angiographie, indem ihre Verteilung 

mit dem Blutstrom in das Gehirn oder das Myokard verfolgt wird (WANG et al., 

2001). 

Ein weiteres Einsatz- und Forschungsgebiet liegt im Einsatz superparamagnetischer 

Nanopartikel als Transporter für verschiedene Medikamente, aber vor allem 

Medikamente zur Krebsbehandlung (CONTI et al., 2006). So konnten beispielsweise 

ALEXIOU und Mitarbeiter eine Anreicherung der Eisenlösung in Tumorgewebe und 

Tumorzellen nach Behandlung mit an Eisenoxid-Nanopartikeln gebundenem 

Mitoxantron nachweisen (ALEXIOU et al., 2006). Ein weiterer viel versprechender 
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Ansatz besteht in der Anwendung von an magnetischen Nanopartikeln gebundenen 

Medikamenten, die als Aerosol vernebelt werden (PLANK, 2008). Auch dabei besteht 

ein großer Vorteil in der lokal begrenzten Anwendung und der damit einhergehenden 

Reduzierung von Nebenwirkungen. 
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Neoadjuvant gene delivery of feGM-CSF using magnetofection for 

the treatment of feline fibrosarcomas: A phase I trial 

Cornelia Hüttinger1*, Johannes Hirschberger1, Anika Jahnke1,  

Roberto Köstlin3, Thomas Brill2, Christian Plank2, Helmut Küchenhoff4,  

Stefan Krieger4, Ulrike Schillinger2 

Abstract 

Despite aggressive pre- or postoperative treatment, feline fibrosarcomas have high 

recurrence rates. Immunostimulatory gene therapy is a promising approach in 

veterinary oncology. This phase I dose-escalation study was performed to determine 

toxicity and feasibility of gene therapy with feline granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (feGM-CSF) in cats with fibrosarcomas. Twenty cats were treated 

with plasmid coding for feGM-CSF attached to magnetic nanoparticles in doses of 

50, 250, 750 and 1250 µg. Two preoperative intratumoral injections followed by 

magnetofection were given. Four control cats received only surgical treatment. 

Adverse events were recorded and correlated according to the veterinary co-operative 

oncology group toxicity scale. An enzyme-linked immunosorbent assay was 

performed to detect plasma feGM-CSF concentrations. No significant treatment 

related toxicity was observed. Preliminary recurrence results were encouraging as, on 

day 360, ten of 20 treated cats were recurrence-free. In conclusion, 1250 µg of feGM-

CSF plasmid DNA applied by magnetofection is safe and feasible for phase II testing. 

Introduction 

The problem of an increasing incidence of reactions at sites commonly used for 

vaccinations and injections in cats was first recognized in the United States in 1991 

[1]. Evidence for a causal relationship between vaccination and the development of 

soft tissue sarcomas at injection sites in cats soon accumulated [2,3]. These findings 

were emphasized by the identification of aluminum, which is commonly used as 

vaccine adjuvant, in biopsies of cats with fibrosarcomas [4]. 
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The exact mechanism by which vaccines can induce tumor formation is unknown, but 

it is known that adjuvants such as aluminum hydroxide enhance the chronic immune 

response. This can result in inflammatory granulomas at the site of vaccination, 

which may promote the neoplastic transformation of fibroblasts in predisposed cats 

[4,5]. 

Sarcomas developing at sites associated with vaccination are reported to occur in 

younger cats than sarcomas at other sites. They are also more aggressive, are larger at 

the time of diagnosis and are more likely to recur after surgery compared with 

sarcomas arising at sites unassociated with vaccination [3]. 

The incidence of injection site sarcomas was estimated 1-3.6 per 10.000 cats for the 

USA [2,6]. No such estimates exist for Europe. 

The metastatic rate of 10-28% of cats with fibrosarcomas is low, but these tumors 

tend to local recurrence in up to 70% of the cases after surgery as sole therapy [7-9]. 

Tumor recurrence after incomplete resection can occur as early as 2 weeks after 

surgery [10], but typically occurs within the first 6 months [3]. Radical surgery with 

wide margins can extend the tumor-free interval and the survival time, but is often 

difficult to manage [11]. 

Jourdier et al. conducted a study where 18 cats with spontaneous fibrosarcomas 

received iridium-based radiotherapy following surgical removal. Eleven of these 18 

cats (61%) had a recurrence within 12 months after the treatment [12]. In a 

retrospective study where vaccine-associated fibrosarcomas were treated with 

postoperative radiation alone (50 cats) or in combination with chemotherapy (26 

cats), 32 of all 76 cats developed tumor relapse (41%) [13]. Another retrospective 

study reviewed preoperative radiotherapy in 92 cats with vaccine associated sarcomas 

[14].  Additional chemotherapy in 33 of these cats failed to show a significant effect. 

Many more studies of applying chemotherapy for the treatment of feline fibrosarcoma 

have been conducted, but the results were disappointing. Neither doxorubicin, 

liposome-encapsulated doxorubicin [15,16], the combination of doxorubicin and 

cyclophosphamide [17], nor the use of lomustine [18] could improve the disease-free 

time or overall survival satisfactorily. In a recent study, cats with locally advanced, 

recurrent or metastatic vaccine-associated sarcomas were treated with ifosfamide, but 
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a response could only be achieved in 11 of 27 treated cats for a median duration of 70 

days [19]. Another phase I clinical trial evaluated the toxicity of imatinib mesylate, a 

tyrosine kinase inhibitor, in nine cats with various tumors [20]. All four cats with 

vaccine-associated sarcomas responded to the treatment with imatinib, but there was 

only tumor stabilization for an average of 2 months. Although new treatments 

improved the prognosis of fibrosarcomas in cats, local recurrence is still frequently 

observed, and additional therapies are required to complement these current treatment 

options. 

There has been a variety of immunologic strategies, including cytokine gene transfer, 

to elicit anti-tumor responses to cause regression of established tumors [21-23]. In 

recent years, there were promising reports of direct in vivo transfection of tumors 

with cytokines as an alternative strategy with several advantages [12,24,25]. Quintin-

Colonna et al. performed a clinical trial for the treatment of feline fibrosarcoma by 

administering histo-incompatible cells expressing human interleukin-2 into the 

peritumoral area after surgery and radiotherapy. In these cats, median survival time 

was prolonged from 8 months to more than 16 months. These results demonstrated 

the safety and therapeutic potential of ex vivo gene transfer in veterinary patients with 

metastatic and non-metastatic tumors for the first time [26]. The rationale for the use 

of cytokines for in situ vaccination is the hypothesis that the transfer of cytokine 

genes into tumor cells will enhance the host’s immune response to both the primary 

tumor and distant metastases [27]. Granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF) is required for the survival, proliferation and differentiation of 

hematopoietic progenitor cells, especially for those of the granulocyte and 

macrophage lineage [28]. It stimulates anti-tumor immunity by augmenting the 

antigen-presenting activity of macrophages [21]. In one study, the production of GM-

CSF directly correlated with infiltrating macrophages and their metalloelastase 

activity [29]. This is considered to be another mechanism of suppression of tumor 

metastases by GM-CSF secreting tumor cells besides the stimulation of antigen 

presenting cells. In a recent study, the expression of matrix metalloproteinases in 

feline vaccine site-associated sarcomas was investigated and it was found that the 

duration of survival was affected by the expression of these endopeptidases [30]. 
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In human and veterinary medicine there have been promising reports of using human 

GM-CSF (huGM-CSF) as potent weapon in the treatment of various tumors [31,32]. 

As the homology between huGM-CSF and feline GM-CSF (feGM-CSF) is only 69% 

and the majority of cats treated with huGM-CSF develop an antibody response 

against the xenogenic cytokine [33], gene therapy using species-specific cytokine 

genes may provide further benefits for feline fibrosarcoma patients. 

The principal objective of this dose-escalation study was to determine toxicity and 

feasibility of anti-cancer immune therapy via gene transfer of feGM-CSF in cats with 

fibrosarcomas. Furthermore, preliminary results for the efficacy of this neoadjuvant 

therapy protocol were observed and reported. 

Materials and methods 

Patient selection 

The study was conducted as a prospective phase I dose-escalation study with four 

previously defined increasing doses of plasmid coding for feGM-CSF. Client-owned 

cats with clinical diagnosis of fibrosarcoma entered the study. Written informed 

consent from owners was obtained before the cats were enrolled. Patients with 

primary tumors as well as recurrences were accepted but both had to be located at the 

trunk. Additional inclusion criteria were that tumors could be removed surgically in 

one setting and that cats had a life expectancy of at least 1 year independent of the 

tumor disease. Exclusion criteria were other malignancies than fibrosarcoma at the 

time of presentation or in the medical history, pregnancy and metastases. Cats were 

also excluded if it would have been necessary to perform amputation during surgery. 

Furthermore, cats were not enrolled if they ever received radio-, chemo- or gene 

therapy in the past or if they had been treated with immunosuppressives during the 

preceding 6 weeks. 

Initial evaluation 

At the initial check-up, complete medical history and vaccination history was 

recorded. Physical examination was performed and blood samples were taken. 

External tumor measurements in three dimensions were recorded so that tumor 
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volume and staging could be defined according to Chou et al. and Hirschberger and 

Kessler [34,35].  Complete blood count (CBC) including differential blood count was 

performed. The recorded serum biochemistry profile included aspartate 

aminotransferase, alkaline phosphatase activities, blood urea nitrogen, serum 

creatinine concentration, total protein, albumin, sodium, potassium, calcium, 

phosphorus, chloride, bilirubin and glucose concentrations, as well as thyroxine 

concentration. In addition, a test for feline immunodeficiency virus antibodies and a 

feline leukaemia virus antigene test were performed. To search for metastases, 

thoracic radiographs (left lateral, right lateral and ventrodorsal view) and abdominal 

ultrasonography were conducted. 

Plasmid and magnetic nanoparticles 

The gene encoding feGM-CSF was isolated from feline blood cells during a previous 

study [36]. It was cloned into an expression plasmid under the control of the 

cytomegalovirus promoter. Plasmid preparations were carried out by Plasmid Factory 

GmbH & Co. KG (Bielefeld, Germany). Aqueous solutions of the plasmid were 

mixed at 1:1 (w/w) ratios with polyethylenimine (PEI)-coated iron oxide magnetic 

nanoparticles (transMAGPEI, Chemicell GmbH, Berlin, Germany). The positively 

charged PEI coating mediates DNA binding to the magnetic nanoparticles via 

electrostatic interactions. The total injection volume was always 500 µl. After the 

intratumoral injection of this solution, a magnetic gradient field was applied to the 

tumor for 1 h by taping a neodymium-iron-boron magnet (Neo Delta® magnet 

NE2010, IBS Magnet, Berlin, Germany) onto the tumor region. 

Neoadjuvant treatment 

Cats were treated with feGM-CSF gene therapy on day -14 (i.e. day of initial check-

up) and on day -7. Before the second treatment, a clinical examination including 

tumor measurement and monitoring for signs of adverse events (AE) was performed. 

Additionally, blood samples for a CBC and a serum biochemistry profile were taken. 

Plasmid coding for feGM-CSF was given in increasing doses of 50, 250, 750 and 

1250 µg per intratumoral injection. Such a dose escalation strategy (i.e. dose 

elevation by a factor of five with addition of an interims dose at the 66% level of the 
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highest given dose) was also used in a study formerly conducted by the same working 

group [37]. Four cats were enrolled as control cats. For ethical reasons and the 

potential hazard of injection, these cats had surgery without receiving empty plasmids 

or placebo the day after first presentation. Each dosage was administered to four cats. 

Dose-escalation was performed, provided that none of the treated cats had dose-

limiting toxicity (DLT). The dosage of plasmid coding for feGM-CSF recommended 

for phase II trials was defined as the highest dosage where no DLT could be detected. 

If cats in a dose group showed DLT, three additional cats were treated with the lower 

dose. When no DLT was observed in these three additional cats, the dosage was 

escalated again until the highest defined dosage (1250 µg) was reached. 

Surgery and histopathology 

Cats were hospitalized at the Clinic of Small Animal Medicine from day 0 to day 2. 

On day 0, a complete examination including tumor measurement, CBC and a serum 

biochemistry profile was performed and a permanent venous catheter (intravenious 

catheter) was placed. Cats received amoxicillin-clavulanic acid at a dosage of 12.5 

mg/kg b.w., q. 12 h, i.v. (Augmentan®, GlaxoSmithKline, Munich, Germany) as 

antibiotic treatment during their whole hospitalization. For pre- and postoperative 

analgesia, buprenorphin at 0.01 mg/kg b.w., q. 12 h, i.v. (Temgesic®, Essex Pharma, 

Munich, Germany) was administered. All surgeries were performed on day 1 as en 

bloc resection by the same team of surgeons from the Clinic of Small Animal Surgery 

and Reproduction. The anesthesia protocol was identical in all cats: for induction, 

midazolam at 0.1 mg/kg b.w., i.v. (Dormicum®, Roche, Grenzach-Wyhlen, Germany) 

or diazepam at 0.3 mg/kg b.w., i.v. (Diazepam®, Ratiopharm, Ulm, Germany) and 

propofol at 4.0 mg/kg b.w., i.v. (Rapinovet®, Essex Pharma, Munich, Germany). For 

maintenance isoflurane (Isoba®, Essex Pharma, Munich, Germany) and oxygen were 

given per inhalationem. After the excision, every tumor was sent to the Department of 

Veterinary Pathology of the LMU Munich for routine histopathological evaluation. 

Only cats with histologically confirmed fibrosarcoma continued the study. On day 2, 

cats were examined and blood samples for CBC were taken. If cats were in good 

general condition and blood work was without severe abnormalities, cats were 

discharged. For postoperative analgesia cats received meloxicam (Metacam®, 
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Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany) at a dosage of 0.2 mg/kg b.w., q. 24 h, 

per os (first day) and 0.1mg/kg b.w., q. 24 h, per os for an additional 3 days. For 

continuative antibiotic treatment, cats obtained amoxicillin-clavulanic acid 

(Synulox®, Pfizer, Karlsruhe, Germany) at a dosage of 12.5 mg/kg b.w., q. 12 h, per 

os for a period of 5 days. At the follow-up evaluation on day 14, the stitches were 

taken out. 

Follow-up evaluations to monitor adverse events 

The follow-up schedule to monitor toxicity in the form of AEs included routine visits 

on days 14, 45, 90 and 180 after surgery. Unscheduled visits were conducted when 

the owners reported suspicion or evidence of AEs or tumor relapse. A clinical 

examination including observation of wound healing and a clinical check for 

recurrences by palpation of the tumor excision site and the lymph nodes was 

performed during each presentation. Furthermore, a laboratory profile including CBC 

and a serum biochemistry profile were performed at each routine visit. Two more 

visits on day 270 and 360 were scheduled to obtain preliminary recurrence results. At 

the final visit on day 360, thoracic radiographs (left lateral, right lateral and 

ventrodorsal view) and abdominal ultrasonography are additionally conducted. 

Common terminology criteria for adverse events (CTCAE) 

All findings of the study were documented detailed in case report forms. Any AE, 

such as vomiting, diarrhea, lethargy or anorexia as well as any clinically relevant 

increase or decrease of a hematological or biochemical laboratory parameter were 

documented. AEs from day -14 until day 180 were recorded according to the 

veterinary co-operative oncology group toxicity scale (VCOG-CTCAE) [38]. AEs 

missing in this scheme were defined by the authors (Table 1). In order to assess if the 

observed AEs could be correlated with the neoadjuvant therapy, attribution was 

assigned for each AE, using the correlation grades (CG): “definite (CG 5)” means the 

AE is clearly related to the intervention, “probable (CG 4)” is used when the AE is 

likely related, “possible (CG 3)” when it may be related, “unlikely (CG 2)” if the AE 

is doubtfully related and “unrelated (CG 1)” if the AE is clearly not related to the 

neoadjuvant therapy. 
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by the Institute for Statistics for changes within the 

parameters body weight, white blood cells, monocytes, lymphocytes, neutrophils, 

eosinophils and basophils. All values of these parameters were analyzed from day -14 

until day 90 and were compared within the dose groups as well as between the dose 

groups and controls. Tests included one-way analysis of variance with appropriate 

post-hoc tests (Dunnett) and Kruskall-Wallis tests. p < 0.05 was considered 

statistically significant. Analyses were performed with statistical software [39]. 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

To determine systemic levels of feGM-CSF, an ELISA (DuoSet® ELISA 

Development System, feline GM-CSF, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) was 

performed according to the manufacturer’s instructions, using the plasma samples of 

study cats from days -14, -7, 0, 2 and 14. For ELISA kit validation, ELISAs were 

performed with supernatants from cultured cells transfected with the feline GM-CSF 

gene by magnetofection.  

To verify that the intratumoral cytokine gene vaccination actually results in the 

expression of transfected cytokine genes in patient tumors, seven patients were 

treated with 1250 µg of plasmid DNA coding for the human GM-CSF (huGM-CSF) 

gene following the magnetofection protocol described above (the huGM-CSF gene 

was cloned into the same plasmid backbone under the same promoter as the feGM-

CSF gene). This was performed because the problem of distinguishing endogenous 

feGM-CSF and expression of the transfected feGM-CSF gene prevails. In detail, two 

cats were magnetofected with one dose 1 day prior surgery (cat nos. I and II), two 

cats were treated with two doses 14 days and 7 days prior surgery (cat nos. VI and 

VII), and three cats were treated with only one dose 7 days prior surgery (cat nos. III, 

IV and V). This schedule was carried out because the expression kinetics of 

transfected genes in patient tumors were unknown. The surgically removed tumors 

were cut into pieces of approximately 3-5 mm x 3-5 mm. Representative samples 

from various tumor regions were distributed in a random fashion to several 3 cm 

culture dishes and incubated at 37°C/5% CO2 atmosphere in Dulbecco’s modified 
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Eagle’s medium (Biochrom AG, Berlin, Germany) supplemented with 10% fetal calf 

serum (PAN™, Biotech GmbH, Aidenbach, Germany), 500 U penicillin/500ml, as 

well as 50 mg streptomycin/500 ml (Biochrom AG, Berlin, Germany). After 24 h, 

supernatants from all cultures were taken for analysis for huGM-CSF expression by 

ELISA which was carried out according to the instructions of the manufacturer 

(Biotrak™, GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Great Britain). To rule out cross-

reactivity between feline and human GM-CSF, supernatants of tumor cells from study 

cats treated with feGM-CSF that were positive in a feGM-CSF ELISA (DuoSet® 

ELISA Development System, feline GM-CSF, R & D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) were used as a negative control. Additionally, supernatants of tumors from 

control cats (untreated) were used as negative controls. 

Results 

Patient characteristics 

Between February 2005 and March 2006, 29 cats with clinical diagnosis of 

fibrosarcoma entered the phase I trial and were treated with feGM-CSF as gene 

therapy at four dose levels or were enrolled as control cats. The cats comprised 25 

domestic short hair cats, one Norwegian Forest cat, one Maine Coon cat, one Oriental 

Shorthair and one Norwegian Forest cat-mix. There were 13 neutered females and 16 

neutered males. The ages of the cats were in the range 4-16 years (mean = 9.8 years; 

median = 11.0 years). Nineteen cats had primary tumors, ten cats had recurring 

tumors, of which two already had the second recurrence. Tumors were predominantly 

located in the scapular region (n = 15) and at the thoracic wall (n = 10). Other sites 

were the cervical (n = 2) and the abdominal region (n = 2). All tumors were located at 

presumed injection sites. Four cats had tumor stage I (tumor size <2 cm), eight cats 

had tumor stage II (tumor size 2-3 cm) and 17 cats had tumor stage III (tumor size >3 

cm or multiple tumors).  

All surgeries were performed as en bloc resection with margins of 3 cm whenever 

possible. Macroscopically, all tumors were excised with margins of healthy tissue. 

The histopathological evaluation of the tumors revealed 24 fibrosarcomas, one 

panniculitis and one calcinosis circumscripta. 
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Treatment groups 

As shown in Table 2, four cats received the first dose of 50 µg plasmid coding for 

feGM-CSF. As none of these cats showed any severe AE, the higher dose of 250 µg 

was administered to the subsequent four cats. As the first cat (no. 10) receiving the 

third dose of 750 µg plasmid coding for feGM-CSF died 6 days after the first 

injection, three more cats had to be treated with the second dose. Cat no. 11 died at 

induction of anesthesia, so this cat had to be replaced to complete the second dose 

group. These additional three cats showed no signs of toxicity, so the dose of plasmid 

coding for feGM-CSF was again elevated to 750 µg and further to 1250 µg. The four 

cats receiving the highest dose showed no severe signs of hematological and 

gastrointestinal toxicity but three of them showed owner reported anorexia, lethargy 

or vomiting on day -7 or 0; thus, two additional cats were enrolled in this dose group 

to characterize toxicity further on. The additionally enrolled cats did not show any 

signs of toxicity. Four cats were enrolled as the control group. For ethical reasons, 

control cats had their surgery without receiving placebo the day after first 

presentation. 

Adverse Events 

All AEs are summarized in Table 3. For each dose level and each study period, the 

amounts of AEs are given. 

Adverse Events: gastrointestinal and owner-reported parameters 

Control group: Cat no. 16 was presented on day 7 after surgery with clinical signs of 

anorexia (grade 2), dehydration (grade 2) and vomiting (grade 2). Serum biochemical 

analysis revealed life threatening azotaemia (grade 4) so that the cat was hospitalized 

and intensively treated with intravenous fluids. After 5 days, serum creatinine 

concentration and blood urea levels were within the reference range and the cat was 

discharged. 

Dose group 1 (50 µg feGM-CSF): In this group, only mild, self-limiting AEs (grade 

1) occurred. 
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Dose group 2 (250 µg feGM-CSF): Cat no. 11 showed no abnormal findings at the 

check-up and no reported signs of AEs after the injections, but died at induction of 

anesthesia. After administering diazepam and propofol intravenously the cat showed 

apnea (grade 5) and subsequently cardiac arrest. Despite intubation, reanimation and 

intracardiac epinephrine injections the cat died. The owner consented to an autopsy, 

which revealed the possibility of a reduced anesthesia tolerance because of a 

restrictive cardiomyopathy. The owner of cat no. 13 reported a concomitant episode 

of indigestion with mild anorexia (grade 1) at the day of the initial check-up, which 

resolved by day -7. On day -1, the owners presented their cat to the referring 

veterinarian because of vomiting (grade 3) and recurring anorexia (grade 3). The 

veterinarian treated the cat with intravenous fluids, antibiotics and metoclopramide. 

After 4 days the food intake normalized but, 3 days later, the cat was hospitalized 

because of recurring anorexia and vomitus. The cat was medicated for gastritis and a 

gastroduodenoscopy was performed during the same anesthesia as surgery of the 

fibrosarcoma. Macroscopically, there were no pathological findings and the 

histopathological evaluation of samples taken during endoscopy did not reveal any 

pathological findings. The cat showed neither anorexia, nor vomiting after surgery 

and was discharged with a medication of antibiotics, metoclopramide and sucralfate 

for another week. 

Dose group 3 (750 µg feGM-CSF): On day -8, cat no. 10 was found dead after an 

episode of anorexia of three days (grade 5). Autopsy revealed pre-existing cardiac 

and renal alterations, and necrosis of the crypt epithelial cells of the small intestine 

and the epithelial cells of the plicae aryepiglotticae with infiltration of neutrophils. 

According to the pathologist, the findings at the intestine and the larynx were 

consistent with a hyperacute course of feline panleukopenia. 

Dose group 4 (1250 µg feGM-CSF): The owner of cat no. 23 reported that the cat 

had shown lethargy (grade 1) and anorexia (grade 3) for a period of 2 days, 

approximately 3 days after the first injection. On clinical examination on day -7, the 

cat had lost 250 g in weight. After the second injection, food intake was unaltered 

again and the weight stayed constant. The owner of cat no. 24 reported lethargy 

(grade 1) on day -7 and on day 0. On day 5 after surgery this cat showed deteriorative 

lethargy (grade 2), vomitus (grade 2), dehydration (grade 2) and anorexia (grade 3) 
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with weight loss of 200 g and was therefore presented and hospitalized on day 9. 

After treatment with intravenous fluids, ranitidine and diazepam to raise the appetite, 

the cat was discharged the next day with recovered food intake. 

Gastrointestinal and owner-reported events that can be correlated as possibly related 

(CG 3) to the neoadjuvant gene therapy occurred in cats of all dose groups. Only one 

cat (no. 24) showing these AEs had to be treated and hospitalized for one night. All 

other possibly related adverse events were self-limiting. 

Adverse Events: hematologic parameters 

No toxicity of grade 4 or more was detected. Several cats of all dose groups showed 

decreased hemoglobin and packed cell volume (PCV) levels on days 2 and 14 (grades 

1, 2 and 3) because of blood loss during surgery. Changes in white blood count and 

differential blood count are shown in Table 3. These changes occurred in cats of all 

dose groups (treated as well as control cats) and at each time blood samples were 

taken. 

Adverse Events: constitutional parameters 

Weight loss (grade 1 and 2) was detected in many cats from day 14 after surgery 

onward. Cats of all dose groups, including the control group, were affected and most 

of them did not regain their weight by day 180. 

Statistical analysis 

For all tested parameters documenting an AE, there were no significant differences 

between the treated groups themselves as well as between treated and control cats. 

ELISA 

According to the standard curve, plasma feGM-CSF-concentrations between 0.14 

µg/ml and 1.0 µg/ml could be measured. Detectable plasma concentrations of feGM-

CSF were found in sample sets of four study cats. As these concentrations were 

already detected in samples from day -14 and had not increased during treatment, 
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they had to be considered as physiological and not as treatment related (data not 

shown). 

ELISAs for feGM-CSF in supernatants from cultured tumors of study cats were 

positive. However, as in some instances, supernatants of cultured tumors of untreated 

control cats proved positive for feGM-CSF, the authors were confronted with 

discriminating between endogenous and treatment-related GM-CSF expression. To 

demonstrate that the treatment results in expression of the transfected gene, seven cats 

were treated with the huGM-CSF gene. All seven cats presented positive for huGM-

CSF expression and the control experiments with feGM-CSF-positive tumor culture 

supernatants from feGM-CSF gene vaccinated study cats demonstrated that there was 

no cross-reactivity of the huGM-CSF ELISA with feGM-CSF (Table 4). Samples 

from untreated control cats were also negative for huGM-CSF. Hence, these results 

demonstrate that intratumoral magnetofection of a cytokine gene according to the 

employed treatment protocol results in expression of the transfected gene. 

Preliminary response and recurrence results 

Although assessment of the recurrence rate was not the primary aim of the study, 

preliminary results are reported here and are shown in Table 2. Passing day 360 

follow-up evaluation, ten out of 20 cats treated according to protocol had no evidence 

for local recurrence, but two of these 20 had developed detectable metastases of the 

lungs without local recurrence. Eight cats developed a local recurrence, one of them 

with detectable lung metastases. 

Discussion 

As shown in various studies in animals and humans, GM-CSF has great anti-tumor 

potential [23,31]. However, it has also been shown in a murine model that GM-CSF 

secreting vaccines can exert dose-dependent effects (either imunostimulatory or 

immunosuppressive) mediated by the induction of myeloid suppressor cells. This 

inhibitory effect is determined by systemic and not by local secretion of GM-CSF. 

Myeloid suppressor cells are only observed in conditions in which the systemic levels 

of GM-CSF exceed a certain threshold and mediate T-cell unresponsiveness [40]. 
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Therefore, magnetofection was used in the present study to ensure local gene transfer 

and to avoid systemic transfection. This technique is based on the principle of 

magnetic drug targeting, where gene vectors are associated with magnetic 

nanoparticles [41], and has been shown to enhance transfection efficiency of viral and 

nonviral vector systems by up to several hundred-fold [42]. Nonviral gene delivery 

systems have clear advantages compared to viral vectors in terms of simplicity of use, 

easiness of large-scale production and lack of specific immune response. Immune 

responses, the risk of endogenous virus recombination and oncogenic effects are the 

greatest problems occurring with viral vectors [43]. However, most nonviral vectors 

display lower transfection efficiency than viral vectors. As shown in previous cell 

culture studies, the magnetic forces used for magnetofection lead to an accelerated 

sedimentation of magnetofectins on the cell surface, but do not interfere with the 

endocytic uptake mechanism [44]. This allows gene therapy with low doses of 

plasmid, and therefore lower toxicity, but with efficient transfection and gene 

expression. 

The present study aimed to determine possible toxicity and feasibility of gene therapy 

with plasmid coding for feGM-CSF in cats with fibrosarcomas. In humans, adverse 

effects of GM-CSF include fever, myalgia, rash, injection site reactions [45], 

eosinophilia and leucocytosis [46]. In the present study, none of these side-effects 

were seen. Few mild changes in blood parameters were observed in cats of all dose 

groups throughout the whole study period. Grade 3 lymphopenia could only be seen 

in cats of the two highest dose groups, but the lymphopenias in these groups were 

already detected at the initial check-up and so the correlation grade for these events is 

unrelated (CG 1) to the conducted treatment. The statistical analysis did not reveal 

any statistical significant difference for blood parameters within a dose group (day -

14 versus day 0) or between dose groups, but this observation must be interpreted 

with caution because of the relatively small number of cats in each group. As the 

changes in blood parameters observed in cats after systemic application of GM-CSF 

[47] were not detected in cats from this trial, we can state that systemic levels of GM-

CSF that can lead to immunosuppression were not reached. 

Death of cat no. 10 (which died 6 days after the first injection of feGM-CSF gene 

therapy) can be considered as unlikely (CG 2) to be correlated with the treatment. 
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Concerning the findings of the autopsy, it is suggested that the cat died because of a 

hyperacute course of feline panleukopenia. Additionally, no relevant toxicity 

occurred in the three cats added to the second dose group. Cat no. 11, which died at 

induction of anesthesia, had no history of any diseases except for two former 

fibrosarcoma surgeries in yearly intervals. The owner consented to an autopsy in 

which restrictive cardiomyopathy with chronic congestion of the liver were the only 

abnormal findings. For that reason, it is likely that the cat had a decreased anesthesia 

tolerance so that this adverse event was probably not (CG 2) correlated to gene 

therapy. This was the only event occurring during anesthesia or surgery. 

 An underlying cause for the symptoms of vomiting and anorexia in cat no. 13 could 

not be found but, as the owner reported these symptoms at the initial check-up, the 

problem is unlikely related (CG 2) to the additional therapy. The acute renal failure 

that cat no. 16 developed 7 days after surgery is clearly unrelated (CG 1) to gene 

therapy as this cat was in the control group. The reasons for the renal failure in this 4-

year-old cat are decreased renal perfusion during anesthesia alone or in combination 

with the administration of potential nephrotoxicants, such as nonsteroidal 

antiinflammatory/analgesic agents. Some cats showed mild lethargy on days 2-14 

after surgery but, as the control cats showed the same symptoms, it was attributed as 

being unrelated (CG 1) to gene therapy. As shown in Table 3, the majority of cats had 

decreased hemoglobin and PCV levels on days 2 and 14 due to the blood loss during 

surgery. 

In dose group 4, three out of four cats showed lethargy, anorexia or vomitus on day -7 

or 0. For further evaluation of these AEs, two additional cats were enrolled and 

treated with the highest dose of plasmid coding for feGM-CSF. As these two cats 

showed no signs of toxicity during and after the two injections, this highest dose 

(1250 µg) applied by magnetofection in cats with fibrosarcomas was found to be both 

feasible and tolerable. This dose of 1250 µg plasmid coding for feGM-CSF was 

determined to be the highest given dose in the present study because further 

escalation would have demanded an increase of injection volume to 1000 µl and thus 

a change in study settings. To escalate only the plasmid dose, and therefore change 

the 1:1 ratio of plasmid DNA and magnetic iron oxide nanoparticles, is not possible 

because of precipitation. 
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To evaluate possible elevated systemic levels of feGM-CSF as a result of local gene 

therapy with the feGM-CSF gene, an ELISA was performed. No systemic levels of 

feGM-CSF developing during the treatment period could be detected. As measurable 

levels were detected at the initial check-up in four cats and in the supernatants used as 

positive controls, the sensitivity of the conducted ELISA was satisfying. As stated by 

the manufacturer, there is a high specificity for the used ELISA as there is no cross-

reactivity or interference with recombinant hGM-CSF, murine, porcine and rat GM-

CSF. Thus, it can be stated that the local transfection of the feGM-CSF gene by 

magnetofection as carried out in the present study does not lead to detectable elevated 

systemic levels of the cytokine. 

The ELISA for systemic levels of feGM-CSF in plasma does not reflect the actual 

cytokine profile in the milieu of the tumor cells. For this reason, an ELISA of the 

supernatants of cultured tumor cells from treated and control cats was performed. As 

some samples from control cats were positive and some were negative for feGM-CSF 

expression, it was impossible to relate positive feGM-CSF ELISA measurements 

unequivocally to the expression of the transfected gene. To obtain supportive 

evidence, seven cats were injected with the huGM-CSF gene. As the persistence of 

transfected gene expression in the tumors has been unknown so far, cats were 

subjected to different treatment schedules, albeit only with a very limited number of 

animals per group. A total of five cats received two injections as in the feGM-CSF 

study group; however, in three of these animals, the tumor was removed 1 day after 

the second injection. Two other animals received only one treatment with the human 

GM-CSF gene and the tumor was excised 1 day after the treatment. All samples 

proved positive for huGM-CSF whereas controls were negative, generating 

convincing evidence that the transfected cytokine gene is expressed. Interestingly, 

samples from double-dosed cats displayed higher expression levels than the samples 

from single-dosed cats, even when the time span between the last dosing and surgical 

removal of the tumor was 7 days. This indicates that the persistence of transfected 

gene expression can be sufficient to stimulate a putative immune response during the 

2-week “incubation” period prior surgical removal of the tumor. 

Clearly, these findings are only a first step towards a more complete monitoring of 

the expression of the transfected therapeutic gene and its consequences. Ongoing 
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work focuses on using polymerase chain reaction methods to discriminate between 

endogenous and exogenous feGM-CSF and on characterizing putative anti-tumor 

immune responses. Techniques such as enzyme-linked immunospot (ELISPOT) or 

the detection of intracellular cytokines by multiparameter flow cytometry should be 

employed. A correlation of measured immunological parameters with clinical 

outcome (in humans) has already been demonstrated, but this correlation was not 

found in all settings [48]. However, applying such techniques in the feline system is 

quite a challenge due to the limited availability, or even absence, of feline-specific 

markers and antibodies. 

Although this was a phase I trial, and was not designed to test any clinical benefit, the 

observed recurrence rates were nonetheless encouraging. Clearly, it is not possible to 

relate the observed recurrence rates with statistical significance to the different 

dosage groups because of the small number of patients in each group. It will be left to 

a subsequent phase II trial to include the monitoring of immune responses with a high 

enough patient number to allow statistically significant results. 

This phase I clinical trial revealed feGM-CSF gene delivery by magnetofection to be 

a well tolerated, feasible and promising neoadjuvant treatment in cats with 

fibrosarcomas. In conclusion, a dose of 1250 µg feGM-CSF plasmid DNA was 

identified for phase II testing. This dose appears to be safe and feasible and may be 

associated with the induction of an anti-tumor immune response. 
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Tables 

Table 1. Criteria for grading of hematologic toxicity in addition to VCOG-CTCAE¹ 

 

- = not defined 
¹VCOG-CTCAE following chemotherapy or biological antineoplastic therapy in dogs and cats v1.0. Veterinary and 
Comparative Oncology. 2004;2:194-213 
 

Table 2. Patient characteristics and preliminary recurrence results 

 

FeGM-CSF = feline granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; DSH = domestic shorthair cat; nm = neutered male; 
nf = neutered female; 1, 2 second recurrence; 
a Pathohistological diagnosis was panniculitis; b died at d -8; c died at induction of anesthesia;  
d Pathohistological diagnosis was calcinosis circumscripta; e died in consequence of an accident at d 150;  
f no owner-compliance, end of study at d -13 
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Table 3. Summary of adverse events. Each number in a row is representing the 
number of adverse events occurring in the particular observation period 

 

 

 
Control = Control cats (n=4), dose 1 = 50 µg feGM-CSF (n=4), dose 2 = 250 µg feGM-CSF (n=8), dose 3 = 750 µg feGM-CSF 
(n=6), dose 4 = 1250 µg feGM-CSF (n=6), PCV = packed cell volume; AST = aspartate aminotransferase 
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Table 4. Results of the huGM-CSF ELISA measured from 24 h supernatants of 
cultured cat tumors 

 

huGM-CSF = human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
feGM-CSF = feline granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
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IV. Diskussion 

4.1. Das Fibrosarkom als Tumormodell 

Das feline Fibrosarkom (FSA) ist ein häufig bei der Katze auftretender Tumor und 

stellt für den Tierarzt trotz verbesserter Therapiemöglichkeiten aufgrund der hohen 

Rezidivierungsrate eine nur schwer beherrschbare Krebserkrankung dar. Zudem ist 

der Zusammenhang zwischen Injektionen und Impfungen und der 

Fibrosarkomentstehung sowohl für Tierärzte als auch Besitzer von großer Bedeutung. 

Die weitere Charakterisierung und Erforschung dieser Erkrankung sowie die 

Entwicklung neuer Therapieansätze sind eine wichtige Aufgabe der 

veterinärmedizinischen Forschung. 

Weiterhin stellt das FSA ein sehr gutes Tumormodell für die Humanmedizin dar. Als 

ein bei Haustieren spontan (natürlich) auftretender Tumor ist das FSA ein besseres 

Modell als ein bei Nagetieren induzierter oder ein bei immunsupprimierten Mäusen 

transplantierter Tumor. Zudem erfolgt die Entstehung eines FSA unter den gleichen 

Umweltbedingungen wie die Entwicklung einer Krebserkrankung beim Menschen 

und der Beitrag umweltbedingter Faktoren zur Onkogenese sollte somit ähnlich sein 

(VAIL und MACEWEN, 2000). Darüber hinaus machen der Beitrag einer genetischen 

Prädisposition zur Onkogenese durch lokale Inflammation veränderter Gewebezellen 

zu Krebszellen das FSA zu einem wertvollen Tumormodell. Denn auch beim 

Menschen wird bei manchen Krebsarten eine entzündliche Komponente 

mitverantwortlich für die Karzinogenese gemacht. So besteht z. B. ein 

Zusammenhang zwischen einer chronischen Raucherbronchitis und Lungenkrebs, 

eines Morbus Crohn und der Entstehung eines Kolorektalkarzinoms oder der 

Refluxösophagitis und Speiseröhrenkrebs (HORZINEK, 2001). 

Für eine lokal angewandte Gentherapie ist das FSA aufgrund seiner ausgeprägten 

lokalen Rezidivneigung ein hervorragendes Modell. Zudem ermöglicht das Fehlen 

eines einheitlichen Therapiestandards für das FSA klinische Studien mit 

untherapierten Katzen und erlaubt so eine einfache und unbeeinflusste Bewertung 
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auftretender Nebenwirkungen sowie die zügige Bewertung der Effektivität eines 

neuen Therapieansatzes. 

4.2. Der nonvirale Gentransfer 

Der Einsatz eines nonviralen Genvektors bietet einige Vorteile gegenüber viralen 

Vektoren. Vor allem die leichte Handhabung ermöglicht eine Anwendung in der 

tierärztlichen Praxis. Nachteile viraler Vektoren sind vor allem die hohen 

Sicherheitsanforderungen für Produktion und Anwendung, die mögliche Bildung 

neutralisierender Antikörper bei wiederholter Applikation, sowie das vermehrte 

Auftreten von Nebenwirkungen beim Patienten (NIIDOME und HUANG, 2002). So 

kam es in der Studie von WIELAND beim Einsatz eines adenoviralen Gentransfers 

bei der Hälfte der behandelten Katzen mit Fibrosarkom zu einer 

Temperaturerhöhung. Eine weitere beobachtete Nebenwirkung bestand in einer 

Erhöhung der AST (WIELAND, 2002). Auch die Bildung virusneutralisierender 

Antikörper konnte in einer Studie zum immunologischen Monitoring der 

adenoviralen Gentherapie des FSA nachgewiesen werden (MÜLLER-HEIDELBERG, 

2003). Daher ist die Gentherapie mit einem nonviralen Vektor, wie in der 

vorliegenden Studie verwendet, sowohl in der Herstellung und Handhabung als auch 

im Nebenwirkungsprofil einem viralen Gentransfer vorzuziehen. 

4.2.1. Einsatz der Magnetofektion 

Der Nachteil des nonviralen Gentransfers liegt in der geringen Effizienz und 

Zielgerichtetheit. Dies kann durch verschiedene Verfahren wie Elektroporation oder 

den Einsatz einer Genpistole verbessert werden (EL-ANEED, 2004). Sehr gute 

Erfahrungen machte man mit dem Einsatz der Magnetofektion zur Erhöhung der 

Transfektionseffizienz und zur zielgerichteten Applikation (PLANK et al., 2003). 

Obwohl bislang – außer der erwähnten Gentherapiestudie von JAHNKE und 

Mitarbeitern – noch keine Studien zur Anwendung der Magnetofektion bei 

Haustieren vorliegen, konnte die gute Verträglichkeit der Anwendung magnetischer 

Nanopartikel in verschiedenen Laborstudien bei Versuchstieren nachgewiesen 

werden (SCHERER et al., 2002, ALEXIOU et al., 2007, PETRI-FINK und HOFMANN, 

2007, JAIN et al., 2008). Auch in der vorliegenden Studie traten nur geringe 
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Nebenwirkungen auf, so dass eine Anwendung bei der Katze als gut verträglich 

eingestuft werden kann. Mögliche anaphylaktische Reaktionen, deren Auftreten nie 

ganz ausgeschlossen werden kann, erfordern jedoch eine tierärztliche Überwachung 

der Applikation von superparamagnetischen Nanopartikeln. 

Ein weiterer Vorteil des Einsatzes dieser Methode liegt in der Vermeidung einer 

systemischen Transfektion durch eine gezielte lokale Applikation mittels 

Magnetofektion. Von besonderer Bedeutung ist dies aufgrund des bekannten 

immunsuppressiven Effekts des GM-CSF (SERAFINI et al., 2004). Denn bei 

Überschreiten eines bestimmten systemischen Schwellenwertes von GM-CSF kann 

eine Nichtansprechbarkeit der T-Zellen beobachtet werden, welche durch einen lokal 

begrenzten Gentransfer vermieden werden soll. 

Zudem ist die Anwendung der Magnetofektion denkbar einfach. Eine ambulante 

einstündige Applikation des Magneten erhöht bereits die Konzentration der 

magnetischen Nanopartikel um ein Vielfaches (ALEXIOU et al., 2003), während die 

Belastung für das Tier sehr gering ist. Die immunologische Gentherapie mittels 

Magnetofektion bietet somit in punkto Verträglichkeit einen deutlichen Vorteil 

gegenüber einer Strahlen- oder Chemotherapie. 

4.2.2. Applikationsart 

KUDO-SAITO und Mitarbeiter verglichen in ihrer Studie die Antitumor-Effektivität 

verschiedener Applikationsarten einer immunologischen Gentherapie und ihre 

Kombinationen. Dabei konnten sie nachweisen, dass die i. t. Injektion der s. c. 

Injektion bezüglich der Ausbildung einer Antitumor-Immunität überlegen war. Die 

effektivste Methode bei fortgeschrittenen Tumoren war eine Kombination der beiden 

Applikationsarten (KUDO-SAITO et al., 2004). Auch in der Dissertation von 

MÜLLER-HEIDELBERG zum immunologischen Monitoring einer Gentherapie 

mittels adenoviraler Vektoren konnte bei präoperativer i. t. Injektion eine doppelt so 

hohe Zytokinkonzentration gemessen werden wie nach postoperativer s. c. Injektion 

(MÜLLER-HEIDELBERG, 2003). 
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Abbildung 5 zeigt die lokale Wirkung der Magnetofektion nach i. t. Injektion in Form 

einer Einwanderung von Makrophagen und der Phagozytose eisenhaltiger 

Nanopartikel. 

 

Abb. 5: Tumorabkratzpräparat nach intratumoraler Gentherapie: Makrophagen mit 

intrazellulären Eisenpartikeln, modifizierte Wright-Färbung. (Aus dem Zytologie-

Archiv der Medizinischen Kleintierklinik der LMU München) 

 

Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit die i. t. Injektion einer i. v. oder s. c. 

Injektion vorgezogen um den schon erwähnten immunsuppressiven Effekt des GM-

CSF bei erhöhten systemischen Werten zu vermeiden (SERAFINI et al., 2004). 

Die von KEMPF beschriebene Applikation durch einen mit Zytokingenen 

beschichteten Kollagenschwamm, der nach operativer Tumorentfernung ins 

Tumorbett eingelegt wurde, hatte bei zwei Katzen von 15 eine Serombildung zur 

Folge. Eine Fremdkörperreaktion auf den Schwamm aus Pferdekollagen ist die 

wahrscheinliche Ursache für die erst vier Wochen nach der Operation auftretenden 

Probleme (KEMPF, 2005). Zudem ist die Implantation von Fremdkörpermaterial bei 
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Katzen mit FSA, die offensichtlich zur Tumorbildung auf Entzündungsreize hin 

neigen, eher unerwünscht. 

Mit der zweimaligen i. t. Injektion der Plasmidlösung in der vorliegenden Arbeit 

wurde ein booster-Effekt beabsichtigt. In einer Humanstudie beim Prostatakarzinom 

konnte nach einer zweiten i. t. Applikation der Gentherapie ein deutlicher Abfall des 

Tumormarkers PSA (Prostataspezifisches Antigen) beobachtet werden (MILES et al., 

2001). 

4.2.3. Verwendung des spezieseigenen Zytokingens 

Die Verwendung des spezieseigenen Zytokingens in der vorliegenden Arbeit hat 

klare Vorteile gegenüber der Verwendung speziesfremder Gene. So beträgt die 

Homologie der Aminosäurensequenz zwischen humanem und felinem GM-CSF nur 

69 % (DUNHAM und BRUCE, 2004). Zudem besteht bei Verwendung speziesfremder 

Zytokine die Gefahr einer Antikörperbildung. Dies resultiert in einer verminderten 

Genexpresssion und einer Verhinderung der Interaktion des Zytokins mit seinem 

Rezeptor. In einer von ARAI durchgeführten Studie entwickelte mehr als die Hälfte 

der mit rekombinantem huGM-CSF behandelten Katzen Antikörper gegen das 

xenogene Zytokin. Allerdings entwickelte auch die Hälfte der behandelten Katzen 

erhöhte Leukozytenzahlen. Daraus lässt sich eine, vermutlich im Vergleich mit 

speziesspezifischen Zytokinen begrenzte, aber dennoch deutliche Wirkung des 

huGM-CSF ableiten (ARAI et al., 2000). Dies wird auch durch die Beobachtungen 

von SCHEERLINCK bestätigt, wonach die Wahrscheinlichkeit einer Kreuzreaktivität 

zwischen demselben Zytokin unterschiedlicher Spezies groß ist, wenn die Homologie 

der Aminosäuresequenz bei mindestens 60 % liegt (SCHEERLINCK, 1999). 

Mit Verwendung des katzeneigenen Gens für GM-CSF erhofft man sich also eine 

bessere Wirkung auf das Immunsystem der Katze und damit auch eine verbesserte 

antitumorale Immunantwort. 

4.4. Auswertung der Nebenwirkungen 

Die Auswertung der auftretenden unerwünschten Nebenwirkungen erfolgte anhand 

der Veterinary co-operative oncology group–common terminology criteria for 
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adverse events-Tabelle (VCOG-CTCAE-Tabelle) (VCOG, 2004). Diese aus der 

Humanmedizin übernommene und an die Veterinärmedizin angepasste Tabelle ist 

nach Organsystemen geordnet und teilt auftretende Veränderungen nach Schweregrad 

ein. Schließlich wird eine Korrelation zur durchgeführten Therapie erstellt. 

In der Studie von KEMPF trat bei Verwendung einer Kombination der drei 

Zytokingene, die für feIL-2, feIFN-γ und feGM-CSF kodieren, ein signifikanter 

Abfall der Lymphozyten in den höheren Dosisstufen auf. Solche 

Blutbildveränderungen konnten in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet werden 

und auch alle anderen Blutparameter wiesen keine auffälligen Veränderungen auf. 

Von den bekannten und beschriebenen Nebenwirkungen einer Applikation von GM-

CSF wie Fieber, Eosinophilie, Leukozytose, Reaktionen am Injektionsort oder das 

Kapillar-Leck-Syndrom waren bei den in der Studie behandelten Katzen keine zu 

sehen. Milde Veränderungen einiger Blutparameter in Form eines Sinkens des 

Hämatokrits und der Hämoglobinwerte nach der Operation wurden sowohl bei 

behandelten als auch bei unbehandelten Katzen festgestellt und werden nicht mit der 

Gentherapie sondern mit einem Blutverlust während der Operation in Zusammenhang 

gebracht. Ein Zusammenhang der in Dosisgruppe eins, zwei und drei aufgetretenen 

Veränderungen mit der durchgeführten Therapie wurde als nicht vorhanden bzw. 

unwahrscheinlich eingestuft. Nur in der vierten und damit höchsten Dosisgruppe 

zeigten drei von vier behandelten Katzen an Tag -7 oder Tag 0 Lethargie, Anorexie 

und Vomitus oder eine Kombination dieser Symptome. Solche gastrointestinalen 

Probleme wurden zwar auch von Besitzern bei Katzen der niedrigeren Dosisstufen 

beobachtet, allerdings scheint das Auftreten in der höchsten Dosis gehäuft zu sein. 

Eine Ursache für diese selbstlimitierenden Symptome wurde bei keiner Katze 

gefunden, so dass eine Einstufung (nach der verwendeten VCOG-CTCAE-Tabelle) 

als „möglicherweise in Zusammenhang mit der Therapie stehend“ erfolgte. 

Auch in der kürzlich veröffentlichten Studie von JAHNKE und Mitarbeitern wurden 

nach nonviraler Gentherapie mit einer Kombination aus drei Zytokingenen bei einer 

Katze Nebenwirkungen in Form von Vomitus und Anorexie beobachtet (JAHNKE et 

al., 2007). Diese unerwünschten Wirkungen waren selbstlimitierend und wurden als 

wahrscheinlich mit der Therapie in Zusammenhang stehend gewertet. Auch in dieser 

Studie wurden Plasmide, die für feGM-CSF kodieren in Verbindung mit der 



Diskussion 

66 

Magnetofektion verwendet, allerdings in Kombination mit Plasmiden, die für feIL-2 

und feIFN-γ kodieren. Auffällig ist, dass trotzdem ähnliche Nebenwirkungen 

beobachtet wurden. Eine mögliche Erklärung wäre, dass die beobachteten 

Veränderungen nicht auf der Zytokinwirkung beruhen, sondern durch andere 

Komponenten, etwa die eisenhaltigen Nanopartikel verursacht wurden. Allerdings 

wurden in diversen Studien bei Menschen und Katzen selbst bei i. v. Applikation 

eisenhaltiger Kontrastmittel zur Darstellung des Gehirns keine Nebenwirkungen 

beobachtet (WHITE et al., 1992, REIMER et al., 1995). Und auch bei Anwendung 

eisenhaltiger Nanopartikel waren im Tierversuch in diversen Studien keine 

vergleichbaren Nebenwirkungen zu beobachten (LUBBE et al., 1996, XIA et al., 2005, 

GALUPPO et al., 2006). Eine weitere Erklärung wäre, dass die Nebenwirkungen auf 

einer indirekten Zytokinwirkung beruhen. So können sowohl IFN-γ als auch IL-2 die 

Synthese von GM-CSF induzieren (TIZARD, 2004), während GM-CSF die Bildung 

kostimulatorischer Moleküle induziert (ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). 

Möglicherweise wurden die beobachteten Nebenwirkungen durch solche 

synergistischen Effekte der induzierten Zytokine und Moleküle ausgelöst. Eine 

weitere Erklärung wäre eine Auslösung der Nebenwirkungen durch eine 

unspezifische Stimulation durch die verwendeten bakteriellen Plasmide. Diese 

enthalten unmethylierte Cytosin-phosphatidyl-Guanosin Motive, die von den 

Immunzellen als Gefahrensignal für eine Infektion erkannt werden. Durch diese 

Immunstimulation wird die Synthese verschiedener Zytokine wie z. B. IFN-γ 

induziert (BERTIN et al., 2008) und die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen 

verstärkt (HAFNER et al., 2001). 

Allerdings wurden sowohl in der hier vorgestellten Studie als auch in der Studie von 

JAHNKE zur genaueren Beschreibung weitere Patienten mit derselben Dosis 

behandelt, bei denen jedoch keine unerwünschten Wirkungen auftraten, so dass auch 

ein zufälliges Auftreten vermutet werden kann. 

Zur weiteren Charakterisierung der Nebenwirkungen wäre eine weitere Erhöhung der 

Dosis wünschenswert gewesen, allerdings bestanden dabei zwei Probleme. Zum 

einen hätte die Erhöhung der Plasmiddosis ohne Änderung des 1:1-Verhältnisses von 

Plasmid-DNA zu Eisenoxid-Nanopartikeln eine Ausfällung zur Folge gehabt. Zum 

anderen hätte zur Vermeidung des ebengenannten das Injektionsvolumen auf 1000 µl 
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angehoben werden müssen, was eine Veränderung des gesamten Studiendesigns zur 

Folge gehabt hätte. Zudem ist es nicht möglich, das Volumen von 1000 µl in einen 

derben, bindegewebigen Tumor von manchmal nur 0,1 cm3 Größe, vollständig zu 

injizieren. 

Um jedoch trotzdem weitere Sicherheit bezüglich Nebenwirkungen zu gewinnen, 

wurden zwei zusätzliche Katzen mit der höchsten Dosis Plasmid, das für feGM-CSF 

kodiert, behandelt. Bei keiner dieser Katzen traten Veränderungen oder 

Nebenwirkungen auf. Somit konnte diese Dosis von 1250 µg Plasmid als gut 

verträgliche und praktikable MTD festgelegt werden. 

4.5. Ergebnisse der statistischen Untersuchung 

Die statistische Auswertung der erhobenen Befunde war aufgrund der kleinen 

Gruppengröße in der vorliegenden Arbeit schwierig. Die Tatsache, dass keine 

statistisch signifikanten Unterschiede für die untersuchten Parameter gefunden 

wurden, lässt sich darauf zurückführen. Obwohl von den Kontrolltieren keine Werte 

an den Tagen -14 und -7 erhoben wurden, konnte doch der wichtige Vergleich dieser 

unbehandelten Gruppe mit den therapierten Tieren nach der Operation durchgeführt 

werden. So konnten bestimmte Ereignisse, wie zum Beispiel ein gesunkener 

Hämatokrit, eindeutig auf die Operation zurückgeführt werden, da das Ereignis 

sowohl bei behandelten als auch unbehandelten Tieren auftrat. Die beobachteten 

Ereignisse an den Tagen -7 und 0, also nach den beiden intratumoralen Injektionen, 

konnten zwischen den Katzen der verschiedenen Dosisgruppen verglichen werden. 

Auch dabei wären zur besseren statistischen Auswertbarkeit größere Dosisgruppen 

wünschenswert gewesen. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch der, in der 

Humanmedizin gebräuchliche, Standard der Dosiseskalation von drei Patienten pro 

Dosisgruppe schon auf vier Patienten pro Gruppe erhöht (STORER, 1989). Trotzdem 

ist die Aussagekraft einer Phase-I-Dosiseskalations-Studie immer sehr begrenzt und 

nur Ereignisse mit einer sehr hohen Auftrittswahrscheinlichkeit können mit zufrieden 

stellender Sicherheit nachgewiesen werden (BUOEN et al., 2003). 
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4.6. Nachweismethoden 

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen untersucht, ob feGM-CSF nach erfolgter 

Gentherapie auch systemisch nachzuweisen war, zum anderen wurde versucht, einen 

Nachweis für die Expression des therapeutischen Gens zu erbringen. 

4.6.1. Nachweis von feGM-CSF im Plasma 

Obwohl Blutbildveränderungen, die bei Katzen nach systemischer Applikation von 

GM-CSF beobachtet wurden (ARAI et al., 2000) bei den behandelten Katzen dieser 

Studie nicht gefunden wurden, sollte dennoch eine möglicherweise immunsuppressiv 

wirkende, systemische Nachweisbarkeit von feGM-CSF ausgeschlossen werden. 

Dazu wurde ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) durchgeführt, der 

keine auf die Therapie zurückzuführenden Erhöhungen der Serum-feGM-CSF-

Konzentration erbrachte. Sowohl die Sensitivität als auch die Spezifität des 

kommerziell erhältlichen ELISA-Kits waren ausreichend gut, so dass die Ergebnisse 

der Untersuchungen darauf schließen lassen, dass die Magnetofektion eine 

erfolgreiche Methode zur Sicherung eines weitgehend lokalen Gentransfers darstellt. 

4.6.2. Nachweis der Genexpression 

Da der durchgeführte ELISA zur Bestimmung systemischer Werte von feGM-CSF 

jedoch nichts über das Zytokinprofil in der direkten Umgebung des Tumors und die 

Genexpression aussagt, wurde zusätzlich ein ELISA zur Bestimmung der feGM-CSF-

Konzentration in den Zellkulturüberständen von kultivierten Tumorzellen behandelter 

und unbehandelter Katzen durchgeführt. Die Ergebnisse waren jedoch nicht 

eindeutig. So konnte im Überstand von einigen Kontrollkatzen feGM-CSF 

nachgewiesen werden, während die Untersuchung bei anderen Kontrollkatzen negativ 

verlief. Damit konnten positive feGM-CSF-Werte behandelter Tiere nicht eindeutig 

mit der erfolgten Therapie in Verbindung gebracht werden, da endogenes GM-CSF 

nicht von einer exogen induzierten GM-CSF-Produktion unterschieden werden 

konnte. Eine Möglichkeit zur Umgehung dieses Problems wäre die Nutzung von für 

Markerprotein kodierenden Genen gewesen, deren biologische Wirksamkeit jedoch 

nicht gewährleistet wäre. Dies wurde aus ethischen Gründen abgelehnt und hätte 
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darüber hinaus einer Genehmigung durch die zuständige Behörde bedurft. Andere 

Techniken des immunologischen Monitoring wie der ELISPOT (Enzyme-linked 

Immunospot), die Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie oder der Nachweis von Zytokinen auf messenger-RNA-Ebene 

wurden bereits beschrieben und sollen zukünftig im Rahmen des Projektes 

„Immunologische Gentherapie des felinen Fibrosarkoms“ etabliert werden (DEAN et 

al., 1991, LEUTENEGGER et al., 1999, NORDONE et al., 2005). Beim Menschen konnte 

für einige solcher immunologischer Parameter, wie z. B. den Nachweis intrazellulärer 

Zytokine mittels Durchflusszytometrie, bereits eine Korrelation zum klinischen 

Erfolg gefunden werden (CLAY et al., 2001). Für die Katze stellen diese 

Nachweismethoden aber aufgrund des limitierten oder fehlenden Angebots 

speziesspezifischer Marker oder Antikörper immer noch eine große Herausforderung 

dar und waren deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit retrospektiv nicht zu 

bewältigen. 

Um das Problem des Nachweises der erfolgten Genexpression dennoch zu lösen, 

wurde ein anderer Weg gewählt. Sieben Katzen wurden mit der in der vorliegenden 

Studie angewandten Gentherapie und der Magnetofektion behandelt, allerdings mit 

Plasmiden, die für huGM-CSF kodieren. So ließ sich mit einfachen Mitteln ein 

Nachweis durchführen, der einfach anwendbar und zusätzlich funktionell wirksam 

war. Ein durchgeführter ELISA der Zellkulturüberstände der kultivierten 

Tumorzellen war bei allen mit der Gentherapie mit huGM-CSF behandelten Katzen 

positiv. Eine mögliche Kreuzreaktivität mit feGM-CSF ließ sich ausschließen, da alle 

zuvor im feGM-CSF-ELISA positiv getesteten Kontrollkatzen, sowie die mit der 

Gentherapie mit feGM-CSF behandelten Katzen, jetzt negativ waren. Obwohl dies 

keine direkte Nachweismethode für die Genexpression des eingesetzten felinen Gens 

darstellt und nur ein erster Schritt hin zu einem umfassenden immunologischen 

Monitoring ist, ist das Ergebnis doch ermutigend und illustriert deutlich das positive 

Resultat der durchgeführten Therapie. 

4.7. Rezidiv- und Metastasierungsraten 

Das primäre Ziel dieser Studie war die Ermittlung einer gut verträglichen und 

sicheren Dosis und nicht die Beurteilung der Effektivität der durchgeführten 
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Behandlung. Im Folgenden soll dennoch kurz auf die ermittelten Rezidiv- und 

Metastasierungsraten eingegangen werden. Von 20 behandelten Katzen entwickelten 

acht Katzen (40 %) innerhalb eines Jahres ein lokales Rezidiv, eine Katze davon mit 

nachweisbaren Metastasen in den Lungen. Die mediane rezidivfreie Zeit betrug dabei 

342 Tage. Dieses Ergebnis ist sehr viel versprechend, wenn man es mit den in der 

Literatur angegebenen Werten vergleicht. So liegen die Rezidivraten selbst mit 

adjuvanter Bestrahlung noch bei 41 bis 54 % (CRONIN et al., 1998, COHEN et al., 

2001). Mit einer Kombination aus Operation, Brachyradiotherapie und Gentherapie 

konnten Rezidivraten von 28 bis 39 % erzielt werden, wobei die niedrigste 

Rezidivrate nur bei Verwendung des katzeneigenen Zytokingens erreicht wurde 

(JOURDIER et al., 2003). Dies zeigt, dass sich bei der Therapie des FSA mit einer 

multimodalen Therapie bestehend aus Operation, Gentherapie und Bestrahlung die 

besten Ergebnisse erzielen lassen. Möglicherweise könnte sich die Effektivität der 

vorliegenden immunologischen Gentherapie mittels feGM-CSF und Magnetofektion  

trotz bereits sehr guter Ergebnisse mit einer zusätzlich durchgeführten Bestrahlung 

noch verbessern lassen. Allerdings sind dabei sowohl mögliche  Nebenwirkungen als 

auch der hohe logistische und finanzielle Aufwand zu beachten. 

Von den 20 behandelten Katzen der Studie konnten bei drei Katzen röntgenologisch 

Lungenmetastasen festgestellt werden. Zwei dieser drei Katzen entwickelten 

Metastasen ohne lokales Rezidiv, während bei einer Katze sowohl Veränderungen der 

Lunge als auch ein lokales Rezidiv diagnostiziert wurden. Die Metastasierungsrate 

lag somit bei 3/20 (15 %), dies entspricht den Angaben der Literatur von 10 bis 28 % 

(COUTO und MACY, 1998, HERSHEY et al., 2000). Weder in regionalen Lymphknoten 

noch in abdominalen Organen konnten Metastasen nachgewiesen werden, was sich 

ebenfalls mit den Angaben in der Literatur deckt, wonach sich Metastasen des FSA 

hauptsächlich in den Lungen entwickeln (KOBAYASHI et al., 2002). 

4.8. Schlussbetrachtung 

Als Ziel der Studie konnte mit der höchsten Dosis von 1250 µg Plasmid, das für 

feGM-CSF kodiert, eine sichere und gut verträgliche Dosis festgelegt werden. 

Zusätzlich konnten ermutigende Beobachtungen hinsichtlich Effektivität der 

durchgeführten Therapie gemacht werden. Der hier vorgestellte nonvirale Gentransfer 
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als neoadjuvante Immunstimulation stellt damit einen viel versprechenden Ansatz zur 

Therapie des FSA dar. Die ambulant durchführbare Behandlung mit Plasmiden und 

anschließende Magnetofektion war für die Tiere gut verträglich und schmerzfrei und 

wurde auch von den Besitzern sehr gut angenommen. Dies sind wichtige 

Voraussetzungen für eine mögliche spätere Übertragbarkeit in die tierärztliche Praxis. 

Eine wirkliche Alternative zu bestehenden Therapien für das FSA wird die 

immunstimulierende Gentherapie allerdings erst nach dem erfolgten Nachweis der 

Effizienz in einer Phase-II-Studie. Gute Voraussetzungen hinsichtlich Sicherheit und 

Durchführbarkeit sind jedoch mit dieser Studie bereits gegeben. 

Trotz guter Planung und Durchführung hat die vorliegende Studie wenige kleine 

Schwachstellen vorzuweisen. So sind die Ergebnisse bezüglich auftretender 

Nebenwirkungen und die statistischen Ergebnisse aufgrund der kleinen 

Gruppengröße nur schwer zu interpretieren. Allerdings sind solche kleinen Gruppen, 

wie sie hier verwendet wurden, bei einer Phase-I-Studie üblich. 

Ein weiterer Punkt, der die Auswertung erschwerte, war die nicht parallele 

Behandlung von Kontrolltieren und therapierten Katzen. Aus ethischen Gründen 

wurde bei den Kontrollkatzen auf die zweimalige Injektion leerer Plasmide verzichtet 

und die Operation einen Tag nach der Aufnahmeuntersuchung durchgeführt. Somit 

war kein Vergleich zwischen behandelten und unbehandelten Tieren in den zwei 

Wochen vor der Operation möglich. Ein individueller Vergleich an den Tagen -14, -7 

und 0 konnte jedoch für jede behandelte Katze durchgeführt werden und so eine 

mögliche Veränderung unter Therapie festgestellt werden. Zusätzlich konnte ein 

Vergleich zwischen den Dosisgruppen angestellt werden und die wichtige Zeit nach 

der Operation ausreichend verglichen werden. Leider entfiel dadurch zwar die 

Blindung der behandelnden Tierärzte, jedoch waren Tierbesitzer und Chirurgen 

geblindet. Diese Blindung ist aber vor allem für eine folgende Phase-II-Studie, in der 

die Effektivität der Therapie beurteilt wird wichtig und für eine Phase-I-Studie nicht 

vorgeschrieben. 

Als mögliche Schwachstelle der vorliegenden Studie könnte man das nicht sehr 

umfangreiche immunologische Monitoring bezeichnen. Hier wurden zwar eventuell 

auftretende klinische Veränderungen oder Toxizitäten erfasst sowie systemische 
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Zytokinspiegel bestimmt, allerdings konnte die erwartete Antitumor-Antwort nicht 

nachgewiesen werden. Dies wird jedoch in einer gesonderten Studie im Rahmen des 

Projektes „Immunologische Gentherapie des felinen Fibrosarkoms“ erfolgen, um die 

Effektivität der durchgeführten Therapie mit der biologischen Wirksamkeit 

korrelieren zu können. 

Um der Forderung nach einem Nachweis für die erfolgte Genexpression 

nachzukommen wurden weitere Katzen mit Plasmiden, die für huGM-CSF kodieren, 

behandelt und die Expression dieses Zytokins im Überstand der Tumorzellen 

nachgewiesen. Da es nicht möglich war die durch die Gentherapie induzierte feGM-

CSF-Expression von der katzeneigenen zu unterscheiden, wurden die Studien mit 

huGM-CSF als immunologisch effektivem, leicht zu unterscheidendem und 

nachweisbarem Zytokin durchgeführt. Damit konnte nicht nur die erfolgte 

Genexpression nachgewiesen werden, sondern zusätzlich Katzen mit einer gut 

verträglichen, immunologisch effektiven Gentherapie behandelt werden. 

Die Ziele der vorliegenden Studie konnten vollständig erfüllt werden. Zusätzlich 

wurden viel versprechende Ergebnisse bezüglich der Effektivität des durchgeführten 

nonviralen Gentransfers des felinen Zytokin-Gens GM-CSF mittels Magnetofektion 

als neoadjuvante Immuntherapie beim Fibrosarkom der Katze ermittelt. 
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V. Zusammenfassung 

Nonviraler Gentransfer des felinen Zytokin-Gens GM-CSF mittels 

Magnetofektion als neoadjuvante Immuntherapie beim Fibrosarkom der Katze 

Eine klinische Phase-I-Studie 

Trotz verbesserter Therapiemöglichkeiten ist die Prognose beim Fibrosarkom der 

Katze noch immer ungünstig. Viel versprechende Ergebnisse haben sich jedoch mit 

einer Immuntherapie erzielen lassen. In der vorliegenden Arbeit sollte die 

Verträglichkeit eines neuen Therapieansatzes zur Behandlung des felinen 

Fibrosarkoms untersucht werden. Verwendet wurde ein nonviraler Gentransfer 

mittels Magnetofektion, um eine Transfektion mit dem felinen Zytokingen GM-CSF 

zu erreichen. Ziel der durchgeführten Phase-I-Studie war die Festlegung einer 

maximalen tolerierten Dosis. 

In die prospektive Dosis-Eskalations-Studie wurden Katzen, die definierte 

Einschlusskriterien erfüllten, aufgenommen. Die Steigerung der Dosis des Plasmids, 

das für feGM-CSF kodiert, erfolgte in vier festgelegten Schritten (50, 250, 750 und 

1250 µg Plasmid). Jeweils vier Katzen wurden in eine Dosisgruppe aufgenommen. 

Die Plasmide wurden in wässriger Lösung in einem 1:1-Verhältnis mit magnetischen 

Nanopartikeln gemischt, die zur besseren Bindung an die DNA mit Polyethylenimin 

beschichtet waren. Die Plasmidlösung mit einem Volumen von 500 µl wurde 

intratumoral injiziert. Danach wurde durch Applikation eines Neodymium-Eisen-Bor-

Magneten auf das Tumorgebiet ein Magnetfeld für die Dauer einer Stunde angelegt. 

Durch diese Magnetofektion wurde die Transfektion auf das Tumorgebiet beschränkt, 

sowie die Effektivität des Gentransfers verbessert. Das Behandlungsprotokoll 

umfasste zwei intratumorale Injektionen an den Tagen -14 und -7 sowie die 

großräumige en-bloc-Resektion des Fibrosarkoms an Tag 1. Eine Kontrollgruppe 

bestehend aus vier Katzen wurde ohne Zusatztherapie einer Operation unterzogen. 

Aus ethischen Gründen wurde dabei auf eine Verzögerung der chirurgischen 

Entfernung durch Placebo-Applikationen im Zeitraum von 14 Tagen verzichtet.  
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Eine Untersuchung auf mögliche auftretende Toxizitäten erfolgte an den Tagen -7, 0, 

14, 45, 90 und 180. Zwei weitere Untersuchungen an den Tagen 270 und 360 dienten 

zur Kontrolle auf Rezidiv- und Metastasenbildung. Aufgetretene klinische oder 

hämatologische Toxizitäten wurden anhand eines speziellen Nebenwirkungskatalogs 

(VCOG-CTCAE-Tabelle) erfasst und in Korrelation zur durchgeführten Therapie 

gestellt, um über eine Zuordnung als Nebenwirkung entscheiden zu können. Ein 

statistischer Vergleich erfolgte für die Parameter Körpergewicht, Leukozytenzahl und 

das Differentialblutbild zwischen Kontrollkatzen, behandelten Katzen und den 

Katzen der verschiedenen Dosisgruppen. Sieben weitere Katzen wurden mit 

derselben Gentherapie mit humanem GM-CSF behandelt, bei denen der 

Expressionsachweis von huGM-CSF mittels ELISA in den Zellkulturüberständen der 

angezüchteten Tumore gelang. 

In den ersten drei Dosisgruppen traten keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auf. 

Da bei drei der vier Katzen der höchsten Dosis leichte Nebenwirkungen beobachtet 

wurden, wurden zwei weitere Katzen mit der höchsten Dosis behandelt. Dabei traten 

jedoch keine Toxizitäten auf, so dass die Dosis von 1250 µg für feGM-CSF 

kodierendes Plasmid als sichere, gut verträgliche Dosis für nachfolgende Phase-II-

Studien festgelegt werden konnte. Auch die beobachteten Ergebnisse bezüglich 

Rezidivrate sind als sehr viel versprechend einzustufen. 
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VI. Summary 

Nonviral gene transfer of the feline cytokine gene GM-CSF  

using magnetofection as neoadjuvant immunotherapy  

for the treatment of feline fibrosarcoma 

A clinical phase I trial 

Despite improved treatment options the prognosis for feline fibrosarcoma is still poor. 

Promising results have been achieved with immunotherapy. Therefore, in the present 

work a new therapy option for the treatment of feline fibrosarcoma was investigated 

regarding tolerance. To achieve transfection with the feline cytokine gene GM-CSF, a 

nonviral gene transfer using magnetofection was used. The objective of the conducted 

phase I study was to determine a maximum tolerated dose.  

Cats that matched defined inclusion criteria entered this prospective dose-escalation 

study. The dose escalation of the plasmid coding for feGM-CSF was carried out in 

four defined steps (50, 250, 750 and 1250 µg plasmid). Four cats were enrolled in 

each dose group. Plasmids were mixed in aqueous solutions at 1:1 ratios with 

magnetic nanoparticles, which were coated with polyethylenimine for a better binding 

of the DNA. The plasmid solution with a total volume of 500 µl was injected 

intratumorally. Afterwards a magnetic gradient field was applied to the tumor for 1h 

by tapping a neodymium-iron-boron magnet onto the tumor region. In using the 

magentofection method, the transfection was ensured to be locally and the efficacy of 

the gene transfer was improved. The treatment protocol consisted of two intratumoral 

injections at days -14 and -7 and the radical en-bloc resection of the fibrosarcoma at 

day 1. A control group consisting of four cats was operated without receiving any 

additional therapy. For ethical reasons there were no applications of placebo in order 

to avoid the consequential delay of the surgical resection. Examinations regarding 

toxicity were conducted at days -7, 0, 14, 45, 90 and 180. Two additional 

examinations at days 270 and 360 were arranged to investigate recurrences and 

possible metastases. Clinical and hematological toxicities that emerged were recorded 

according to a special toxicity scale (VCOG-CTCAE). In order to decide whether it 
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was a side effect, a correlation to the conducted treatment was assigned. Statistical 

analyses were made regarding the parameters weight, number of leucocytes and 

differential blood count between control cats, treated cats and the cats within the dose 

groups. Seven more cats were treated with the same gene therapy but with human 

GM-CSF. In all these cats, it was possible to proof the expression of huGM-CSF in 

supernatants of cultured tumor cells with an ELISA. 

Within the three first dose groups, there were no severe side effects. In three out of 

four cats in the highest dose group mild toxicities were observed, so two cats were 

additionally treated with the highest dose. As there were no signs of toxicity in these 

cats, a dose of 1250 µg plasmids coding for feGM-CSF was defined as save and 

tolerable for subsequent phase II studies. Furthermore, the obtained results regarding 

recurrence rates are very promising. 
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VIII. Abkürzungsverzeichnis 

AAFP   American Association of Feline Practitioners 

APC   Antigenpräsentierende Zellen 

AST   Aspartat-Amino-Transferase  

DC   Dendritische Zellen 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

EGF   Epidermal growth factor 

EGFR   Epidermal growth factor receptor 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

FasL   Fas-Ligand 

fe   feline / -s 

FeLV   Felines Leukosevirus 

FeSV   Felines Sarkomvirus 

FGF-β   Fibroblast growth factor   

fMAGE2  Felines Melanomantigen 2 

FOXP3   Forkhead box protein 3 

FSA   Felines Fibrosarkom 

GM-CSF  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender 
Faktor 

hu  human / -es  

IL   Interleukin 

IFN-γ   Interferon-γ 

i. p.   intraperitoneal 

i. t.   intratumoral 

i. v.   intravenös 
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MHC   Major Histocompatibility Complex  

MTD   Maximal Tolerierbare Dosis 

Ne-Fe-B-Magnet  Neodymium-Eisen-Bor-Magnet 

NK-Zellen  Natürliche Killer Zellen 

PDGF   Platelet-derived growth factor 

PDGFR   Platelet-derived growth factor receptor 

PEI   Polyethylenimin  

RNA   Ribonukleinsäure 

s. c.   subkutan 

TCR   T-Zell-Rezeptor 

TGF-α   Transforming growth factor-α 

TGF-β   Transforming growth factor-β 

TNF-α   Tumor-Nekrose-Faktor-α  

Treg   Regulatorische T-Zellen 

VCOG-CTCAE  Veterinary co-operative oncology group-common 
terminology criteria for adverse events 
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10.2. Einverständniserklärung des Besitzers 
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10.3. Übersicht über die Studientermine 
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10.4.2. Untersuchungsprotokoll für den Tag der Operation 
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