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l. EINLEITUNG

Nicht nur wegen seines hochmalignen Charaktersdasdplotzlich vermehrten
Auftretens von felinen Fibrosarkomen seit Anfang deunziger Jahre in den
USA, sondern auch wegen der Sparlichkeit an wirkuallen Therapieoptionen
wird das feline Fibrosarkom nun schon seit lang&eat von Tierarzten und auch
Tierbesitzern als ein ernstzunehmendes Problemsahga. Unterschiedliche
Therapiemodelle verfehlen die erwartete Effektiyitd werden von

Patientenbesitzern nicht ausreichend akzeptiertr ogiellten sich unter

Praxisbedingungen als nicht praktikabel heraus. edudkommt es in der
tierarztlichen Praxis zunehmend zu Unstimmigkeeimschen Patientenbesitzern
und Tierarzten, da das feline Fibrosarkom zu ddmaBkungen zahlt, die durch
eine tierarztliche Malinahme verursacht werden kdnonaed demnach die
ilatrogene Komponente einen entscheidenden Steltenweder Tumorgenese

einnimmt.

Das feline Fibrosarkom ist ein bésartiger bindedager Tumor, der selbst bei
radikalen Operationstechniken sehr hohe Lokalremtitn von bis zu 70%
aufweist. Mit gangigen adjuvanten TherapieformenForm von Radio- oder
Chemotherapie kbnnen die Rezidivraten zwar autbig1% gesenkt werden, sie
sind jedoch neben einem enormen logistischen umahfiellen Aufwand auch
mit Nebenwirkungen verbunden, so dass sie von Isdiee Patientenbesitzer nur

sehr schlecht angenommen werden.

Auf der Suche nach einer praxistauglichen und &ffek Therapiemdglichkeit
wurden aus diesem Grund seit 1999 von der Mediteis Kleintierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen in Koopermati mit dem Institut fur
Experimentelle Onkologie und Therapieforschung @iechnischen Universitat
Minchen im Rahmen des Projektes ,Immunologischetli@eapie des felinen
Fibrosarkoms* verschiedene Studien durchgefihé,sith mit dem Einsatz von

Zytokinen in der Krebstherapie beschéftigen.

In der vorliegenden Studie werden hierflr katzesegéyZytokingene verwendet,
deren Expression mit Hilfe der Methode der Magrektbn optimiert werden
soll. Durch die intratumorale Applikation und ankefende Expression der
felinen Zytokine soll das Immunsystem stimuliertrden, eine antitumorale
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Wirkung zu entfalten.

In der vorausgegangenen Phase-I-Studie konntetbes@ie gut vertragliche
Dosis von 450 pg/Plasmid festgelegt werden. Dabdiéser Phase-II-Studie ist
es nun, bei einem groReren Patientenkollektiv rotighweise auftretende
Nebenwirkungen und Toxizitaten zu erfassen. Die \ferlauf der Therapie
auftretenden Nebenwirkungen werden anhand eineserN@ikungskatalogs
dokumentiert und ausgewertet. AnschlieBend werdennsKorrelation mit der
Therapie gesetzt. Ein weiteres Ziel dieser Studigtlin der Ermittlung der
Effektivitat.
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. L ITERATURUBERSICHT

1. Das feline Fibrosarkom

Das feline Fibrosarkom ist ein mesenchymaler Tuomat stellt mit bis zu 40%
die mit Abstand haufigste kutane Neoplasie der Kadar (JORGER, 1988,
ORTMANN 1986, STIGLMAIR-HERB 1987). Mit seinem mgfien Charakter
kann dieser aus Bindegewebe bestehende, hochatwiltvachsende Tumor aber

auch in angrenzende Gewebe ziehen.

1.1. Atiologie und Pathogenese
Aufgrund unterschiedlicher pathogenetischer Gesplikte wird das feline FSA
wie folgt unterteilt (HIRSCHBERGER und KESSLER, 200

1. Das vakzine-assoziierte Fibrosarkom

2. Das feline Sarkomvirus ( FeSV)-induzierte Fibrosank
3. Das intraokulére posttraumatische Fibrosarkom

4. Das Fibrosarkom anderer Atiologie

1.1.1 Das injektions-assoziierte Fibrosarkom

Durch eine Tollwutepidemie im Bundesstaat PennsyfyaUSA, Ende der 80er
Jahre und einer darauf folgenden staatlich angetedrimpfpflicht, erkennen die
Pathologen HENDRICK und GOLDSCHMIDT einen vermaaiten
Zusammenhang mit dem vermehrten Auftreten von Bdmi@men bei der Katze
(HENDRICK und GOLDSCHMIDT, 1991). Aufgrund von epighiologischen
Studien werden in dieser Zeit insbesondere die stoffe gegen Tollwut und
FeLV mit der Entstehung eines Fibrosarkoms in \fetbng gebracht (MACY,
1995, KASS et al., 1993, HENDRICK und BROOKS, 199¢ben der FelLV-
und der Tollwutvakzine werden zunehmend aber auclera Impfstoffe gegen
die Rhinotracheitis-, Calici- sowie Panleukopeniee¥ in Diskussion gestellt, ein
Fibrosarkom auslésen zu kénnen (LESTER et al.; 1B&BRTON und MASON,
1997, COYNE et al. 1997, DE MAN und DUCATELLE, 2007992 kénnen im
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Zytoplasma von Markophagen des peritumoralen Gebieverschiedener
Gewebsproben Aluminiumpartikel nachgewiesen werdelfENDRICK und
BROOKS, 1994). Dies fihrte zu der Annahme, dassedieAdjuvant, das
Bestandteil vieler Impfstoffe ist, auch das aushileeAgens ist. Diese Vermutung
konnte aber schon 1993 durch eine Studie von KA&EMitarbeitern widerlegt
werden. In dieser Studie wird gezeigt, dass augbfdtoffe ohne Aluminium als
Adjuvant oder Impfstoffe, die andere Adjuvantiea Aluminium enthalten, in der
Lage sind, ein Fibrosarkom auszuldsen (KASS et 14193). Vergleicht man
allerdings die lokalen Entziindungsreaktionen vompfstoffen, mit und ohne
Adjuvantien, so l6sen die Impfstoffe, die Adjuvamntienthalten, signifikant mehr
Entzindungsanzeichen aus als Vakzine, die keinevadjien beinhalten (DAY
et al, 2007). Neben Impfstoffen kommen mit der Zdder auch immer mehr
andere iatrogene Ursachen zur Entstehung einesdaitioms in Betracht. So
werden mittlerweile auch Injektionen mit Langzetthiotika,
Methylprednisolonacetat, Lufenuron sowie der lokalnwendung von
Ektoparasitika, oder dem Verbleiben von chirurgesoh nicht resorbierbarem
Nahtmaterial eine Rolle in der Tumorgenese zuges@m (BURACCO et al.,
2002, BURTON und MASON, 1997, ESPLIN, 1999, MACYAuRIENDRICK,
1996, COYNE et al.,, 1997, GAGNON, 2000, GOBAR undS3S, 2002,
LESTER et al., 1996, MCENTEE und PAGE, 2001). 20@8de ein Fallbericht
von DALY und Mitarbeitern veréffentlicht, in dem reiMikrochipimplantat in
Verdacht steht, ein Fibrosarkom verursacht zu hdb&LY et al., 2008). Nicht
nur aus diesem Grund, sondern auch weil all diedeogen entstandenen
Fibrosarkome auch histologische Ahnlichkeiten zeigad aufgrund dessen von
Fibrosarkomen anderer Genese klar abzugrenzen sinnd, heute von den
meisten Autoren viel mehr vom injektions-assozéert statt vom vakzine-
assoziierten Fibrosarkom gesprochen. Den iatrogéhieachen ist gemein, dass
ein lokales Trauma in die Kutis, Subkutis oder Migskulatur gesetzt wird. Man
geht davon aus, dass das Immunsystem der Katzé digcsomit verursachte
Reizung Ubersteigert reagiert und zu einer anddeern granulomatésen
Entzindung fuhrt. Dieser Reiz wiederum kann zu iferaltion mesenchymaler
Zellen wie Fibroblasten und Myofibroblasten fihremd ein Fibrosarkom
entstehen lassen (HENDRICK et al.,, 1994, MACY unBNBDRICK, 1996,
HENDRICK 1998, McENTEE und PAGE, 2001). Diese pathetische
Vermutung wird durch histopathologische Untersugamgestiitzt, die belegen,
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dass ein Ubergang zwischen granulomatésen Entzgedumnd Sarkomen
besteht (ESPLIN et al.,, 1993, HENDRICK und BROOKS94, HENDRICK,
1999).

Neben den aulReren Einflissen spielen Genetik umandsomale Verdnderungen
eine entscheidende Rolle in der Entstehung vonoBa#askomen (HOOTS, 2001,
KALAT et al., 1991, MAYR et al., 1991, MAYR et al1994, Mayr et al., 1996,
MCNIEL, 2001). Das Tumorsuppressorgen p53 und dasinBblastom-Gen
regulieren das Zellwachstum und sind mitunter inldege, den programmierten
Zelltod auszulésen. Weil Tumorzellen gerade diesdidkeit fehlt und sie
deshalb uneingeschréankt proliferieren, wird einet&tlan in diesen Genen mit
der Tumorgenese in Verbindung gebracht. Beim Férkasn wird von einigen
Forschungsgruppen ein besonderes Augenmerk aufudasrsuppressorgen p53
gelegt (MAYR et al., 1995, MAYR et al., 1998, MAY® al., 2000, NAMBIAR
et al., 2000, NAMBIAR et al., 2001, NIETO et alQ@B). Dabei kdnnen NIETO
und NAMBIAR eine Uberexpression von p53 in Uber @0der untersuchten
Tumorzellen feststellen. Da man heutzutage vonneiMulti-Stepp-Prozess der
Kanzerogenese ausgeht und in gesundem Gewebe irolokn aufgefiihrten
Studien keine Mutation im p53-Gen nachgewiesen &rerkonnte, wird
angenommen, dass eine Mutation in diesem Gen michédingt die Ursache
darstellt, sondern vielmehr einen prognostischerrt\Wefert, wie maligne der
einzelne Tumor ist ( HERSHEY et al., 2005 ). Sor&m auch BANERJI und
KANJILAL in einer 2006 vero6ffentlichten Studie zeig, dass die Tumoren von
Katzen mit Mutation im p53 Tumorsuppressorgen dgufriher rezidivieren und
dass auch die Uberlebenszeit dieser Tiere signifikérzer ist (BANERJI und
KANJILAL, 2006). Daneben kann eine (bermaRige Espien der
Wachstumsfaktoreplatelet-derived growth factofPDGF) und seinem Rezeptor
(PDGFR), epidermal growth factor(EGF) und seinem Rezeptor (EGFR),
transforming growth factoe: und3 (TGF-a, TGF-3) sowie derfibroblast growth
factor-3,in Tumorzellen und deren Umgebung gefunden weltEtNDRICK,
1998, Nieto, 2003). Wachstumsfaktoren kdnnen bermaRiger Expression in
einem entzundlichen Gebiet zur Aktivierung von ByGinkogenen wie c-jun
beitragen. C-jun kann in vakzine-assoziierten Fhrkomen nachgewiesen
werden, jedoch nicht in Fibrosarkomen anderer GerngHENDRICK, 1998,
HENDRICK, 1999). PETTERINO und Mitarbeiter zeigetgss die Expression
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des zytoplasmatischen Transkriptionsfaktsignal transducers and activators of
transcription 3 (STAT3) mit dem histologischen Grad von Fibrosankn
korreliert (PETTTERLINO et al., 2006).

Nach dem heutigen Wissensstand kann man eine Vitiddogie der vakzine-
assoziierten-Fibrosarkome ausschlie3en. In keieerzdhlreichen Studien von
KIDNEY und Mitarbeitern kann virale Erbsubstanz teld der
Polymerasekettenreaktion (PCR) detektiert werdenDREY et al., 2000,
KIDNEY et al., 2001, KIDNEY et al., 2001, KIDNEY etl., 2001, KODNEY et
al., 2002). Die Beteiligung des Felinen Leukosevi(BeLV) wurde von ELLIS
und Mitarbeitern 1996 durch immunhistochemische ediitchungen ebenfalls

widerlegt.

1.1.1. Das FeSV-induzierte Fibrosarkom

Die FeSV-induzierten Fibrosarkome machen ca. 2%r aflibrosarkome aus
(HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001). Das feline Lewkasis (FelLV)

gehoért zu der Familie der Retroviren Genus RetmsviMammalian Typ C
(GEDEK et al.,, 1993). Durch Rekombination des FeltNt einem zellularen
Onkogen entsteht das replikationsdefekte FeSV. Ba HeSV die reverse
Transkriptase des FelLV zur Umschreibung der vir&dwonukleinsdure (RNA)
in Desoxyribonukleinsdure (DNA) und damit zur Intgon ins Wirtsgenom und
anschlieBenden Replikation bendtigt, ist eine Kakhibn obligatorisch
(GASKELL und BENNETT, 2002). Die betroffenen Katzeind meist unter drei
Jahren alt und die Tumoren treten oft an mehre@kalisationen zeitgleich auf
und zeigen ein aggressives und schnelles Wachstieinen der Haut sind bei
dieser Art von Fibrosarkomen auch oftmals innerega@e mit betroffen
(KAADEN, 2002). Die Prognose ist infaust. Deshallvdabei FeSV-induzierten

Fibrosarkomen auch von einer Therapie abgesehen.

1.1.2. Das intraokulére, posttraumatische Fibrosarkom
Die Katze neigt im Vergleich zu anderen Spezies Emtwicklung von
intraokularen Sarkomen, vornehmlich Fibrosarkoméie, wenige Monate bis

Jahre nach einem Trauma oder einer Entzindungebatstkbnnen. Bei einem
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Trauma oder einer Entzindung kommt es meist zureBwhadigung der

Linsenkapsel. Da das Linsenmaterial, das bei Atistus der Linsenkapsel stark
immunogen wirkt, eine andauernde Entziindungsreak#oslost, wird diese
ahnlich wie beim injektions-assoziierten Fibrosankdlr die Kanzerogenese
verantwortlich gemacht (DUBIELZIG et al., 1990). Diatraokulare Fibrosarkom
infiltriert zunachst diffus den Bulbus und breiggth entlang deblervus opticus

aus. Erreicht der Tumor daShiasma opticum fuhrt dies zur vollstandigen
Erblindung der Katze. Deshalb empfiehlt sich thetdisch eine

Bulbusexstirpation mit weitrdumiger Entfernung deklervus opticus

(DUBIELZIG, 1984, DUBIELZIG et al., 1990).

1.1.3. Das Fibrosarkom anderer Atiologie

Zu dieser Gruppe zadhlen Fibrosarkome, die wedereaufTrauma, eine FeSV-
Infektion oder auf eine Impfreaktion zurtickzufihsend. Sie machen nach einer
retrospektiven Studie von ORTMANN 20% aller Fikadoome aus
(ORTMANN, 1986). Fibrosarkome anderer Atiologietére oft an Kopf, Hals
oder den GliedmalRen auf (BROWN et al., 1978, ORTNMAN986). Da sie ein
ahnliches biologisches Verhalten wie die injektiassoziierten Fibrosarkome
zeigen, gelten fir sie bei gleicher Prognose auclke dleichen
Therapieempfehlungen (HIRSCHBERGER und KESSLER 1200

1.2. Inzidenz und Epidemiologie

Die Haufigkeit der postvakzinalen Entstehung vohrésarkomen in den USA
wurde anfangs auf 1-10: 10000 geschéatzt (COYNEI.et1897, MACY und
HENDRICK, 1996, O’'ROURKE, 2004). 2002 wird eine Wbkide-Web-
gestltzte Studie verdffentlicht, in der die Entstgdy von Fibrosarkomen in den
USA und Kanada nach Impfungen mit einer Rate v@&3 @ibrosarkomen pro
10000 Impfungen angegeben wird (GOBAR und KASS,220Die Inzidenz ist
demnach niedriger als zunédchst angenommen. Furpkuregen derzeit keine
Daten vor. Da die Impfhaufigkeit aber jener von @onerika entspricht, wird ein
ahnliches Vorkommen erwartet. Das injektions-assdei Fibrosarkom tritt bei
Katzen jeden Altes auf, die meisten betroffenemelsend jedoch zwischen 8 und

12 Jahre alt. Es besteht keine Rasse- oder Gebtdred@disposition
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(HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001).

1.3. Das klinische Erscheinungsbild

Vakzine-assoziierte Fibrosarkome kommen in der Reye den typischen
Injektionsstellen vor: Nach KASS et al findet mad¥/8Baller vakzine-assoziierten
Fibrosarkome in der Interscapular-Region, 6% am r&ihenkel, 5% an den
Flanken, 3% in der Lumbar-Region und 2% in der &ltRegion (KASS et al.,
2003). Seltener findet man Fibrosarkome an Stellea Kopf, Abdomen,
Schwanz oder den Gliedmal3en (HENDRICK et al., 18992DDY et al., 1996).

Im Vergleich zu nicht-injektions-assoziierten Fisaokomen, die oft kutan liegen,
kommen injektions-assoziierte Fibrosarkome sigaifikhaufiger in der Subkutis
vor (DODDY et al., 1996). Sie prasentieren sich di&rbe, solide, nicht

schmerzhafte Umfangsvermehrungen, die sich paipatogut abgrenzen lassen.
Bei Exstirpation ist eine Pseudokapsel sichtbastdffbgisch weist der Tumor
jedoch ein stark infiltratives Wachstum auf, sosddsmorauslaufer entlang der
Faszien bis in angrenzende Gewebe ziehen. Sogamhémie Strukturen wie
Dornfortsédtze oder Rippen kénnen mitbetroffen s@ROWN et al.,, 1978,

DODDY et al., 1996). Anhand von computertomogragies Untersuchungen
geht MCENTEE davon aus, dass die tatsachliche TgmoBe doppelt so grof3 ist
als bei der klinischen Untersuchung angenommemn WcENTEE, 2000).

Durch schnelles Wachstum und damit verbundener reichender

Blutversorgung kann es zur Nekrose des Tumorzestkmmmen (Couto et al.,
2002). Da sich das abgestorbene Zellmaterial zrsedmmt es in Folge zur
Bildung eines flussigkeitsgefillten Hohlraums. Nidelten kommt es deshalb
gerade bei sehr grofen oder schnell wachsendenskilstomen zur Ulzeration
der Haut, mit nachfolgender Entleerung nekrotischimmormaterials. Die

Abbildung 1 zeigt ein Fibrosarkom bei einer Katzeler Interscapular-Region.
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Abbildung 1: Fibrosarkom einer Katze im Interscapular-Bereich. Aus dem
Fotoarchiv der Medizinischen Kleintierklinik der LM U Munchen.

1.4. Das histologische Erscheinungsbild

Neben den in der Anzahl dominierenden Fibrosarkon&ihlen auch
Rhabdomyosarkome, Myxosarkome, Chondrosarkome&sigbHistiozytome und
undifferenzierte Sarkome zu den injektions-assdeire Sarkomen (HENDRICK
und BROOKS, 1994, MADEWELL et al., 2001). Das histpsche Bild wird von
pleomorphen Spindelzellen, mehrkernigen Riesenzelled histiozytaren Zellen
gepragt (HENDRICK und BROOKS., 1994). Daneben sviygbfibroblasten zu
finden. Diese mesenchymale Zellen mit fibroblastiegam Aussehen sind in der
Lage Kollagen zu produzieren. Sie besitzen jedatiGegensatz zu Fibroblasten
die Fahigkeit, sich zu kontrahieren, und formiestch zu einer Pseudokapsel
(MADEWELL et al.,, 2001). In der Peripherie um demnior sieht man als
Zeichen der Entzindung follikulare Lymphozytenaggte und Plasmazellen.
Von COUTO und Mitarbeitern wird gezeigt, dass dieéyenphozytenaggregate
vornehmlich aus T-Lymphozyten bestehen (COUTO gt 24102). Eine solche
Aggregatbildung war bisher nur von B-Lymphozyterkdrent. Es wird vermutet,
dass das enge und kontraktile Maschenwerk der Bkapsel die T-
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Lymphozyten am Eindringen in den Tumor hindert gich auf diese Weise die

Ansammlung der T-Lymphozyten formieren kann (COUat@l., 2002).

Abbildung 2: Spindelzellen in einen Tumorabkratzprgparat, modifizierte
Whright-Farbung. Aus dem Fotoarchiv der Medizinischen Kleintierklinik
der LMU Munchen.

1.5. Therapiemoglichkeiten

Neben der Chirurgie, die als Standardtherapie in BREhandlung des felinen
Fibrosarkoms gilt, werden zur Verbesserung derudgsgaussichten sowohl die
Radiotherapie als auch die Chemotherapie adjuManiveitere Therapieformen
eingesetzt. Vor allem in der Forschung nimmt albehalie Immuntherapie einen
immer grol3er werdenden Stellenwert ein. Im Folgansi@l auf die einzelnen

Therapiemoglichkeiten ndher eingegangen werden.

151 Chirurgie

Die 1996 gegruindete Vaccine-Associated Feline $aacdask Force (VAFSTF)
veroffentlichte 1999 Richtlinien zur Diagnose, Betiaing und Pravention von
Fibrosarkomen. Laut diesen Richtlinien wird eindikale Tumorexstirpation mit

einem seitlichen Mindestabstand von 2 cm zum pddpren Tumorrand und ein
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Tiefenabstand von mindestens einer Faszien- odeskdlischicht gefordert.
SEGUIN empfiehlt sogar einen Sicherheitsabstand 8oom zum gesunden
Gewebe und mindestens einer gesunden Faszieniagselschicht in der Tiefe
(SEGUIN, 2002). Generell gilt, dass je grof3ziigjerTumorexstirpation erfolgt,
die Wahrscheinlichkeit auf ein Rezidiv sinkt. Soiggm HERSHEY und
Mitarbeiter, dass Katzen, deren Tumoren mittelsrejweiten” Operationstechnik
entfernt wurden, eine langere mittlere rezidivfréeit aufweisen als Katzen,
deren Tumoren ,marginal® entfernt wurden (HERSHEY al., 2000).
DAVIDSON und Mitarbeiter kénnen mit 400 Tagen eisgnifikant hohere
Uberlebenszeit von Katzen darstellen, deren Filbkosa vollstandig entfernt
wurde, verglichen mit 241 Tagen bei Katzen mit Jisté@ndiger
Tumorexstirpation (DAVIDSON et al., 1997). Als waiés Beispiel fur den
Vorteil einer radikalen Operationstechnik sind Veighsweise langere
rezidivireie Zeiten bei Katzen, deren Fibrosarkom ittets einer
GliedmalRenamputation entfernt wurde (DAVIDSON et 8097, AL SARRAF,
1998, HERSHEY et al., 2000).

1.5.2. Radiotherapie

Neben der Chirurgie und der Chemotherapie ist didi®®herapie ein wichtiger
Bestandteil in der Behandlung von TumorerkrankungenHund und Katze. In
den sechziger Jahren wurde die Bestrahlungstherapieden USA als
routinemalige TherapiemaBnahme zur Behandlung eranwnd feliner
Tumorerkrankungen etabliert (SIMON et al., 2001gwshl die pra- als auch die
postoperative Bestrahlung werden heute in der Wgtenedizin als eine
vielversprechende adjuvante Therapieform in deraBdlung von Fibrosarkomen
betrachtet (COHEN et al., 2001, CRONIN et al., 19®BAYASHI et al.,
2002). In der 2002 veréffentlichten Studie von KOBRSHI und Mitarbeitern, in
der 92 Katzen préaoperativ mit einer Dosis von 48yan jeweils 16 Fraktionen
bestrahlt wurden, liegt die mediane rezidivfreiat zzei 584 Tagen. Hier fallt
allerdings auf, dass die 59 Katzen, bei denen diendfren mit tumorfreien
Schnittrandern entfernt wurden, eine deutlich l&dageediane rezidivireie Zeit
von 986 Tagen zu 292 Tagen aufweisen. Von den 52elkamit kompletter
Tumorresektion liegt die Rezidivrate bei 42% (KOBASHI, et al., 2002).
Auch CRONIN und Mitarbeiter kdnnen mit einer Rexrdte von 54% und einer
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medianen rezidivfreien Zeit von 398 Tagen bei 3Boperativ bestrahlten Tieren
ahnliche Ergebnisse erreichen (CRONIN et al., 1998)er erst kirzlich von
MAYER und Mitarbeitern veroffentlichten Studie, dier 79 Katzen entweder préa-
oder postoperativ bestrahlt wurden, liegt die Ultmehsrate nach einem Jahr bei
61,1% und nach zwei Jahren bei 41,6%. Vergleicht tha Uberlebensrate nach
zwei Jahren von pra- und postoperativ bestrahlterem, liegt diese bei 29,2 bzw.
47,2%. Gleichermal3en auffallend ist, dass jene dfatzlie die praoperative
Bestrahlung erhalten hatten, eine signifikant kigz&esamtiberlebenszeit mit
310 Tagen aufwiesen, im Vergleich zu den postopebaistrahlten Tieren, deren
Uberlebenszeit 705 Tage betrug. Dem Autor zufodgelies durch eine ungleiche
Auswahl der Tiere in den beiden Bestrahlungsgruppenerklaren, da die
Tumoren der préoperativ bestrahlten Katzen im Dagbhitt groRer waren
(MAYER et al., 2009).

1.5.3. Chemotherapie

Die Empfindlichkeit von Fibrosarkomzellen gegen safiedene Chemo-
therapeutika wie Doxorubicin, Mitoxantron und P&olel wurde bereits in vitro
nachgewiesen (BANERJI et al., 2002, WILLIAMS et, &001). Bei Vincristin,
Carboplatin sowie Methotrexat ist dagegen kein regoktiver Effekt zu
erkennen. In einer Klinisch kontrollierten Studieonv MARTANO und
Mitarbeitern, in der die Katzen neben der operatiFédrosarkomentfernung mit
Doxorubicin therapiert wurden, konnte kein sigrafiter Unterschied in den
Rezidivraten, der rezidivfreien Zeit und der medianUberlebenszeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden ARITANO et al., 2005).
POIRIER vergleicht in seiner 2002 verotffentlicht8tudie die Wirksamkeit von
Doxorubicin mit der von Doxil, ein in Liposomen ypacktes Doxorubicin. Die
Katzen erhielten hier adjuvant zur operativen Tuemstirpation entweder
Doxorubicin oder Doxil. Es konnte kein Unterschiedler mittleren rezidivfreien
Zeit (MRFZ) beider Gruppen feststellt werden. BeWergleich mit einer
historischen Kontrollgruppe, die eine alleinige Tarexstirpation erhielt, wurde
ein Unterschied in der MRFZ von 388 zu 93 Tagertla#u Wegen der erhdhten
Haut- und Nephrotoxizitat von Doxil ist dem Autoreafolge die freie Form von
Doxorubicin vorzuziehen (POIRIER et al., 2002). 20&roffentlichten HAHN
eine retrospektiv ausgewertete Studie, in der lddézen nach unvollstandiger
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Tumorexstirpation eine Radiotherapie erhielten. Diatzen, die zur
Therapiegruppe zahlten, bekamen zudem eine Cherapthemit Doxorubicin.
Zwar konnte kein Unterschied in der mittleren Ubkédnszeit (MUZ) festgestellt
werden, der Unterschied der MRFZ ist jedoch migdldpnaten im Vergleich zu
5,7 Monaten signifikant (HAHN et al., 2007). In eirerst 2009 veroffentlichten
Studie von SABA konnte ein klinisches Ansprechen hemoren auf Lomustin,
ein oral zu verabreichendes Chemotherapeutikumpdstriert werden. Generell
war das Ansprechen aber eher schlecht, so dasderobisher 10 ausgewerteten
Katzen nur eine Katze eine komplette Remissiorelteziund auch diese dauerte
nur weniger als 7 Tage an. Des Weiteren wurde woer édohen hamatologischen
Toxizitat berichtet, in der die Neutropenie denislositierenden Faktor darstellt
(SABA et al., 2009).

Bei der Elektrochemotherapie soll durch elektristhpulse die Zellmembran der
Tumorzellen fur Chemotherapeutika so permeabel getmaerden, dass diese
besser zur DNA vordringen und dort wirken kénnem.einer Studie von MIR
wurde dieses Verfahren als Monotherapie eingesati#gm Bleomycin intravens
als Bolus verabreicht und der solide Tumor zuvot eiektrischen Impulsen
vorbereitet wurde. Die behandelten Katzen wurdém rait grof3en rezidivierten
und inoperablen Tumoren vorgestellt. Die MUZ desrépierten Katzen war mit
6,1 Monaten im Vergleich zur unbehandelten Kongrolbpe mit 0,8 Monaten
signifikant langer. Hier sollte jedoch erwahnt wemd dass die Tumoren der
Kontrollgruppe deutlich groRer waren als die deerBipiegruppe (MIR et al.,
1997). SPUGNINI und Mitarbeiter untersuchten den intrad ypostoperativen
Effekt der Elektrochemotherapie mit Bleomycin, \efgen mit einer
Kontrollgruppe, die ausschlief3lich eine Tumorexstiton erhielt. Die MRFZ
betrug bei der intraoperativ behandelten Grupp®&bBate, bei der postoperativ
behandelten Gruppe 10 Monate und bei der Kontugdige nur 4 Monate
(SPUGNINI et al., 2007).

1.5.4. Immuntherapie
Bei der Immuntherapie soll das korpereigene Immstesy mittels Botenstoffen
dazu stimuliert werden, gegen Tumorzellen anzukampfDie Botenstoffe

werden bei der klassischen Immuntherapie direktdem Tumor oder das
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Tumorbett injiziert. Benutzt man Gensequenzen inrnfFovon Viren oder
Plasmiden als Vektoren, die flr bestimmte Botefstkbdieren, so spricht man

von der immunologischen Gentherapie.

Der aus der Aloe-Vera-Pflanze stammende unspeadistnmunmodulator
Acemannan soll Makrophagen aktivieren und dieseAnsschittung von II-1, Il
6, IFN-y und Tumornekrosefaktos- (TNF-0) anregen. Daneben soll es die
Aktivitat von Natdrlichen Killerzellen steigern undir die Reifung von
dendritischen Zellen mitverantwortlich sein. NachHRABA und QUERE erflillt
Acemannan somit antivirale als auch antineopldstis®Virkung. In einer
unkontrollierten Studie von KING und Mitarbeitetin, der acht Hunde und flinf
Katzen neben der Tumorexstirpation und der Bestrghl adjuvant mit
Acemannan behandelt wurden, konnten drei der belfimndKatzen die Studie
rezidivfrei verlassen, eine Katze verstarb postagem und eine Katze zeigte
ein Lokalrezidiv an Tag 204 ( KING et al., 1995)uch KENT testete diese
Substanz an drei Katzen intratumoral und gleicizéittraperitoneal. Zwei der
Katzen erhielten zusatzlich eine Tumorexstirpatiore eine Katze bekam nach
zwei Monaten ein lokales Rezidiv, die andere Katieb rezidivirei (KENT
1993). Aufgrund der geringen Fallzahlen konnen ¢bdkeine Aussagen Uber die
Effektivitat von Acemannan getroffen werden. In @606 verdoffentlichten Studie
von QUINTIN-COLONNA und Mitarbeitern wurde das Fisarkom als
Tumormodell genutzt, um die Wirksamkeit von humandimu)ll-2 zu
untersuchen. Von den 32 Studientieren erhieltenafie Tumorexstirpation und
eine Bestrahlungstherapie, 16 davon zusatzlichesiagnbkutane Injektionen mit
hull-2 sezernierenden Verozellen. Die Rezidivrage @herapiegruppe war mit
31% signifikant niedriger als die der Kontrollgrgmit 69%. Und auch die
Uberlebenszeit der behandelten Tiere war mit 16 afem doppelt so lang als die
der Kontrollgruppe. Bis auf eine anaphylaktischeal®en bei einer Katze
konnten keine Nebenwirkungen festgestellt werdddIiMI IN-COLONNA et al.,
1996). JOURDIER und Mitarbeiter behandelten ihreer@piegruppe neben der
chirurgischen Tumorentfernung und einer Brachyriddiapie, die auch die
Kontrollgruppe erhielt, zusatzlich mit einer Gent@e. Die in einem Zeitraum
von acht Wochen subkutan injizierten Kanarienpoekbmaw. Vacciniaviren
sezernierten entweder humanes oder felines Il-2oeD&onnten sie einen
Ruckgang der Rezidivrate von 61% (Kontrollgruppef) 20% (hull-2) bzw. 28%
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(fell-2) feststellen (JOURDIER et al., 2003). SIDPJI und Mitarbeiter wiesen
in ihrer Studie die Expression von II-12 und IFNaach einer einstiindigen
Hitzeschockbehandlung von 41°C in Tumorbioptateachn Zuvor wurden die
Tumoren mit einem adenoviralen Vektor inklusive Zdgchockpromoter 70B
versehen, der fur IL-12 kodiert. In dieser Studierde die tolerierbare Dosis
bestimmt. Es wurde keine Aussage uber Rezidivrgétroffen (SIDDIQUI et al.,
2007).

An der medizinischen Kleintierklinik der LMU Muinchevurden in den letzten
Jahren mehrere Dissertationen abgeschlossen, inendewerschiedene
Therapiemoglichkeiten der adjuvanten Immuntherape@m Fibrosarkom in
Phase-I-Studien untersucht wurden. Alle am Fibiasaprojekt teilnehmenden
Tiere erhielten eine Tumorexstirpation als Basistpe. In der von WIELAND
vorgestellten Studie wurden den Katzen funfmaligstpperativ adenovirale
Vektoren subkutan injiziert, die fur hulL-2 und F&N-y kodieren. Die Toxizitat
blieb gering, so dass nur in der héchsten Dosiggrupebenwirkungen in Form
von einer Erhéhung der Korperkerntemperatur uneéminstieg der Aspartat-
Amino-Transferase im Serum (AST) zu verzeichnen W&IELAND, 2002).
Genau diese Dosis von 5¥liiternationalen Einheiten Adenoviren, die fur hulL
2 und felFNy kodieren, verwendete auch WIEDMANN, die die Gerdpe
allerdings zweimalig praoperativ und intratumoralplizierte. Da es bei den
Studientieren aber zu einer nicht tolerierbaren it in Form von
Gewichtsreduktion, Anstieg der Kdrpertemperatur,n&tme des Hamatokrits
sowie Leuko- und Thrombozytopenien kam, wurde fie &hase-II-Studie die
maximale tolerierbare Dosis von 1X10E festgelegt (WIEDMANN, 2005).
KEMPF verwendete 2005 in ihrer Studie erstmals Kemnbination aus drei
felinen Zytokingenen: IL-2, IFN-und dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF). Die maximal toldvere Dosis wurde auf 600
png/Plasmid festgelegt. Die Applikation erfolgtaciuden intraoperativen Einsatz
plasmidbeladener Kollagenschwdmmchen in das Turttordgie maximal
tolerierbare Dosis wurde auf 600 pg/Plasmid festgelAllerdings konnten bei
dieser Dosis geringe  Nebenwirkungen in Form vonmplgozytopenien
verzeichnet werden (KEMPF, 2005). Diese drei Zytekkamen ebenfalls in der
Phase-I-Studie von JAHNKE zum Einsatz. Die Katzahietten zweimal

praoperativ eine intratumorale Applikation, mit &msenpartikeln gekoppelten
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Plasmiden, die fur die oben ausgefuhrten Zytokimgéidren. Durch das Verfahren
der Magnetofektion wurde die Transfektionsrate thdSelbstlimitierende
Nebenwirkungen traten bei einer Katze auf, die dat hdochsten Dosisstufe
therapiert wurde. Von den sechs Katzen, die indenten einem Jahr ein Rezidiv
entwickelten, waren vier Tiere jener Gruppe zuzuoery die die héchste Dosis
erhielt (JAHNKE et al., 2007). Man vermutet eindacgenférmigen Verlauf der
Dosis-Wirkungskurve fur 1I-2, so dass bei zu holgosen kein Effekt mehr
erzielt werden kann (KIRCHEIS et al., 1998, SCHMIBT al., 1995). In einer
klinisch unkontrollierten Studie von HAMPEL wurde20 Katzen pra- und
postoperativ jeweils mit 12 Injektionen mit rekomdntem felinen Interferot-
(refelFNw ) behandelt, das intratumoral bzw. subkutan iafiziwurde. Die
auftretenden Nebenwirkungen wurden als mild undssinitierend eingestuft.
Nach einem Jahr entwickelten 9 Tiere ein Lokalrezitei einem Tier wurden
Lungenmetastasen festgestellt. 10 Katzen konntenStlidie nach einem Jahr
rezidivfrei verlassen. Die relativ niedrige Rezidite kann aber auch auf die
hauptsachlich kleine Tumorgréf3e in der Studienpatpart zuriickzufihren sein
(HAMPEL et al., 2007). HUTTINGER untersuchte iméh 2008 veréffentlichten
Studie die Wirkung von feGM-CSF. Die Plasmide wurdeer ahnlich wie bei
JAHNKE zweimalig praoperativ an Eisenpartikeln gedben intratumoral
appliziert. Auch in dieser Dosis-Eskalations-Stukibmnte die héchste Dosis mit
1250 pg Plasmid, das fur GM-CSF kodiert, als sidbstgelegt werden. Von den
20 behandelten Katzen entwickelten acht Katzen §40#b Lokalrezidiv, eine
davon mit nachweisbaren Lungenmetastasen. Diesegebiis ist sehr
vielversprechend (HUTTINGER et al., 2008). Die Awestungen der

anschlieRenden Phase-II-Studie werden in Klirzeréztva

1.6. Prognose

Die Prognose ist bei Fibrosarkomen aufgrund deehdWahrscheinlichkeit des
Auftretens von Lokalrezidiven als schlecht zu beileh (HIRSCHERBERGER

und KESSLER, 2001). Vor allem ist die Resezierbiarked somit die Grél3e und
die Lokalisation des Tumors, als prognostischettdfakedeutend. In einer Studie
von GROSSLINGER und Mitarbeitern konnte gezeigtdeer dass die Anzahl
rezidivfreier Katzen mit einem vergroRerten Reselgabstand zu den
Tumorgrenzen steigt (GROSSLINGER et al., 2003). iaginale Resektion hat
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im Gegensatz zur radikalen eine deutlich schleelfPeognose (HERSHEY et al.,
2000). Auch haben Primartumore eine deutlich bes§gpgnose als Rezidive
(COHEN et al., 2001).

1.6.1. Rezidivrate

Die Gefahr der Rezidivbildung ist beim Fibrosarksehr hoch. Der Anteil der
Katzen, die nach chirurgischer Tumorentfernungsadésdardtherapie ein Rezidiv
bekommen, liegt bei bis zu 70% (BOSTOCK und DYE/9,9MC ENTEE und
PAGE, 2001, STIGLMAIR und HERB, 1987, ORTMANN 198®)ie Rezidive
treten haufig bereits kurz nach der Tumorexstigmatiauf. So wird von
ORTMANN sowie auch von STIGLMAIR und HERB eine MRKkZn 105 Tagen
angegeben (ORTMANN, 1986, STIGLMAIR und HERB, 198Th diesen
Studien wurde jedoch keine Angabe zur Operatiohsikc gemacht. Die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines Rezidivekisi je radikaler die
Tumorexstirpation erfolgt und macht somit auch d@eognose besser. Die
Vorteile einer radikalen Operationstechnik wurdertunter von KUNTZ und
POWERS aufgezeigt. Nach einer radikalen Operatietisode, in der die
Tumoren von 19 Katzen mit einem seitlichen Abstaod 5 cm und mindestens 2
Muskelschichten in die Tiefe entfernt wurden, k@nbéi keinem der 19 Tiere im
Beobachtungszeitraum von 433 Tagen ein Rezidigéssellt werden (KUNTZ
und POWERS, 2000). Auch LIDBETTER konnte nach &mifing der seitlichen
Korperwand bei keinem Tier im Untersuchungszeitrabis 24 Monate nach
Operation ein Rezidiv beobachten (LIDBETTER et2002).

1.6.2. Metastasierungsrate

Injektions-assoziierte Fibrosarkome metastasieren Fachliteratur zufolge mit
einer Haufigkeit zwischen 10 und 24% (COUTO und MAQ998, HERSHEY
et al., 2000). Metastasen treten vornehmlich inlderge auf, gefolgt von den
regionalen Lymphknoten und den inneren Organen (€@IROet al., 1998,
HERSHEY et al.,, 2000, ROMANELLI et al 2008). Die Wacheinlichkeit der
Metastasenbildung steigt mit dem wiederholten Atéin von Rezidiven und der

Zeit des Tumorbestehens an.
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Abbildung 3: Multiple Lungenmetastasen bei einer Kéze mit felinem
Fibrosarkom; laterolateraler Strahlengang. Aus dem Fotoarchiv der

Medizinischen Kleintierklinik der LMU Muinchen.

1.7. Pravention

Wegen den hohen Rezidivraten und der damit scldachtognose soll bei den
Praktikern besonderes Augenmerk auf die Pravem@egt werden. Hierzu gibt
die VAFSTF Richtlinien heraus, die das maoglichstin Aufspiren von
Fibrosarkomen moglich machen und die Resezierliagkeichtern sollen:

1. Nach Madoglichkeit den Impfstoff auf alternativem WE8sp. intranasal,

topisch) anwenden.

2. Nur gegen jene Erreger impfen, denen das Individausgesetzt ist, d. h.
auf eine individuelle Impfanamnese achten und Risi&bschatzen.

3. Keine Injektionen im Interscapularbereich, da Tuemohier sehr schlecht
zu resezieren sind. So sollen Impfungen gegen Tobliw das rechte
Hinterbein, gegen FeLV in das linke Hinterbein ungpfungen gegen
Katzenschnupfen sowie Panleukopenie in die rectlell&r appliziert

werden.
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4. Impflokalisation im Impfbuch vermerken.

5. Besteht eine Impfreaktion langer als drei Monatehnmjektion, ist sie
gréRer als 2 cm, oder nimmt sie einen Monat nagtktion noch an
Grol3e zu, ist eine Biopsie zu entnehmen und beiiypa®s Befund ist

der Tumor sofort radikal zu entfernen.

2. Tumorimmunitat

Es ist bekannt, dass das Immunsystem neoplastglen bek&dmpfen kann. Die
wesentliche Aufgabe Ubernehmen dabei die T-Lympteozydie natirlichen

Killerzellen und die Makrophagen. Infiltrate ausesign Zellen sind bei
histologischen Untersuchungen in Tumoren und iHgengebung zu finden

(BLATTMAN und GREENBERG, 2004). Bei Lebewesen, deiexmunsystem

geschwacht ist, treten haufiger Tumoren auf alsGesunden. Als Beispiel ware
hier das funffach hohere Risiko einer Lymphom- odeukamieerkrankung bei
mit dem felinen Immundefizienz-Virus (FIV)-infizien Katzen, oder die
Entstehung des Kaposi-Sarkoms bei mit dem Humamemdhdefizienz-Virus

(HIV)-infizierten Menschen zu nennen. Da Tumorzeljedoch im Vergleich zu
anderen Pathogenen keinen besonders stark immusrogadmarakter zeigen und
sie sogenannte Tumor-escape-Mechanismen entwickatien, gelingt es
Tumorzellen immer wieder, sich dem Immunsystem atziehen. Dies ist der
Grund, warum auch gesunde Individuen erkranken &bnim Folgenden sollen

die Zusammenhange naher erlautert werden.

2.1. Tumorantigene

Obwohl Neoplasien von gesunden Zellen abstammen sordit autologen
Ursprungs sind, werden sie wahrend ihrer maligneandformation mit
Oberflachenmolekilen bestiickt, die vom korpereigeinemunsystem als fremd
erkannt werden. Diese Tumorantigene konnen Immiticzeen auslésen, die
gegen neoplastische Zellen gerichtet sind. Hied siwei Hauptgruppen von

Tumorantigenen zu unterscheiden. Tumor-assoziidméigene sind an der
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Zelloberflache anheftende Proteine, die auch vamaten, nicht malignen Zellen
exprimiert werden. Die Expression dieser Antigeméolgt bei Tumorzellen
verstarkt. Tumor-spezifische Antigene dagegen werdeon gesunden
erwachsenen Zellen nicht mehr gebildet. Man kamsealiProteine demnach nur
auf maligne entarteten Zellen vorfinden. Als Beg$mollen hier die onkofetalen
Antigene, wie etwa das Alpha-Fetoprotein und dazikeembryonale Antigen
sowie die gewebsspezifischen Antigene, wie MartdlAvi-A bei Melanomen,
genannt werden (TIZARD, 2004, BREMERS und PARMIAIRDOO). Tumor-
spezifische  Antigene werden in der Humanmedizin nger zur
Tumorfriherkennung oder zu Verlaufskontrollen al@gbostikum eingesetzt
(ARMSTRONG und HAWKINS, 2001).

2.2. MHC-Komplex

Der Major-Histokompatibilitdts-Komplex (MHC) repeistiert eine Gruppe von
Genen, die fiur bestimmte Zelloberflachenantigenie, sbgenannten MHC-
Antigene, kodiert. Durch ihn wird es dem Immunsygstenitunter ermdglicht,

korperfremd von koérpereigen zu unterscheiden. Deefolgt Uber die

Reprasentation von Proteinstrukturen durch den M&d@plex. Wird eine Zelle

von einem Pathogen befallen oder durchlauft sie maligne Transformation, so
werden von ihr Proteine gebildet, die nicht kérpgea sind. Wird ein dem
Kdrper fremdes Protein durch den MHC-Komplex demrmbmsystem prasentiert,
so wird die betroffene Zelle eliminiert. Man untheidet MHC-Klasse-I-

Molekile und MHC-Klasse-1I-Molekdile.

MHC-I-Molekile kommen auf fast allen kernhaltigenotnderzellen des
Organismus vor (ELMSLIE und DOW, 1997). An sie ward im

endoplasmatischen Retikulum einer jeden Zelle Feagenendogen produzierter
Antigene geknipft und anschlieBend an der Zelltdaeh€ zur Représentation
gebunden (CATROS-QUEMMER et al., 2003). Die MHC-blgktile dienen der
Antigenprasentation fir zytotoxische T-LymphozytefCD8+-T-Zellen)

(ARMSTRONG und HAWKINS, 2001). Daneben werden dusah jedoch auch

korpereigene Zellen vor einer Zerstérung durchedgesschitzt.

MHC-II-Molekile werden nur von Antigen-prasentieden Zellen (APC)

gebildet. Von ihnen prasentierte Antigene werden VeHelfer-Zellen (CD4+-T-
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Zellen) erkannt. Auch Restpartikel von abgestorhefemorzellen werden von
APC aufgenommen und deren Proteine, also die Tumtigeme, werden Uber
MHC-II-Molekile dem Immunsystem prasentiert (ARMSIRG und
HAWKINS, 2001).

2.3. Effektorzellen der Tumorimmunitat

Die Hauptakteure in der Tumorimmunitat sind die @D8nd die CD4+-T-
Lymphozyten und die naturlichen Killerzellen. Zueh Aktivierung mussen sie
jedoch mit Antigen-prasentierenden Zellen (APC)eiliagieren. Zu den APC
zahlen Dendritische Zellen (DC), Makrophagen, Momea und B-Zellen. Im
Folgenden soll auf die einzelnen Zellen und ihreunk&ion in der

Tummorimmunitat ndher eingegangen werden.

2.3.1. CD8+-T-Lymphozyten

CD8+-T-Lyphozyten kdnnen mit ihnrem T-Zell-Rezep{®CR) ausschliel3lich an
MHC-I-Molekil-gebundene Antigene an Zelloberflachdnnden. Zu ihrer

Aktivierung ist jedoch ein zweites Signal notwend@ieses kann durch die
gleichzeitige Bindung mit dem KostimulationsmolekBI7, oder durch den
Einfluss von stimulatorischen Zytokinen erfolgenlBRS et al., 2000, VAN

SEVENTER et al., 1991)). Ist der zytotoxische T-lphozyt aktiviert, wird die

Zielzelle entweder durch die Freisetzung von Perfader durch Apoptose
zerstort (ELMSLIE und DOW, 1997).

2.3.2. CD4+-T-Lymphozyten

CD4+-T-Zellen binden nur an MHC-II-Molekilen, dieufaAPC prasentiert
werden. APC phagozytieren Pathogene und ZelltrimBiervon ihnen an MHC-
[I-Molekllen prasentierten fremden Antigene sindngoexogener Natur. Zur
vollstandigen Aktivierung der T-Helfer-Zelle ist@uhier ein Kostimulus in Form
von Adhasionsmolekilen (z.B. ICAM-1) notwendig. INa&ktivierung produziert
die T-Helfer-Zelle stimulatorische Zytokine wie R,-IFN-y und TNF-alpha, die
die zytotoxische T-Zellen aktivieren (ARMSTRONG uitAWKINS, 2001).
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Gleichzeitig kommt es durch die Interaktion der @@iiganden auf der T-
Helfer-Zelle mit dem CD-40-Rezeptor auf der APCemer Aktivierung der APC
(BERNNETT et al.,, 1998, SCHOENBERGER et al., 1993 APC reagieren
daraufhin mit einer vermehrten Expression von MH@edlekulen, Zytokinen
und anderen Kostimulationsmolekilen, was zu eimemehrten Aktivierung der
zytotoxischen T-Zellen fuhrt. Von den Bindungsparmwerden zudem aber auch
verschiedene inhibitorische Zytokine (IL-4, IL-5,L-10 und TGFR)
ausgeschiittet, um eine Uberstimulation des Immuesys zu unterbinden
(MOSMANN and COFFMAN, 1989).

2.3.3. Natdrliche Killerzellen (NKZ)

Natirliche Killerzellen gehéren zu den Zellen degeborenen Immunsystems.
Ihre  Wirkung erfolgt somit unspezifisch. Von ihnemerden alle Zellen
angegriffen, die keine, sehr wenige oder abnormeCMiMolekile auf ihrer
Zelloberflache exprimieren (FOSS, 2002). Somit sgasunde Wirtszellen vor
einem Angriff von NKZ geschitzt. NKZ werden wesaftl durch Zytokine
reguliert. IL-2 und IFNy und IL-4 veranlassen NKZ zur Proliferation undgen
deren zytotoxische Aktivitat. TNE- und IL-12 fihren zu einer vermehrten
Produktion von IFNy, was eine weitere Differenzierung fordert und
Makrophagen aktiviert (TIZARD, 2004). Werden NKZvivo erhbhten Mengen
an IL-2 ausgesetzt, so kann ihre antitumorale Adédivum ein vielfaches
gesteigert werden. [l-2-aktivierte Zellen werdens dlymphokin-aktivierte-
Killerzellen (LAK-Zellen) bezeichnet (ROITT et all996).

2.3.4. Antigenprasentierende Zellen (APC)

Antigenprasentierende Zellen werden vornehmlicidaut, Lymphknoten, Milz
und Thymus gefunden. Sie stellen eine heterogemal&mn von Leukozyten
mit hervorragend immunstimulierenden Eigenschaften (ROITT et al., 1996).
Zu ihnen zahlen die Dendritischen Zellen, die Makagen und die B-Zellen.
APC phagozytieren Pathogene und Zelltrimmer. Dia Wmmen an MHC-II-
Molekllen prasentierten fremden Antigene sind sosxbgener Natur und
veranlassen bei Bindung mit CD4+-T-Lymphozyten eiesi einer Reaktion.
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Daneben exprimieren sie aber auch MHC-I-Molekile,dass auch CD8+-T-
Lymphozyten aktiviert werden konnen (EMLSIE und DOY997).

2.3.5. Makrophagen

Makrophagen konnen in in-vitro-Versuchen TumorzeNeel effizienter abtoten
als gesunde Zellen. Wie sie von Tumorzellen daZiviekt werden, ist unklar.
Mogliche Mechanismen sind die direkte Erkennung vohumor-
oberflachenantigenen oder die Aktivierung durch -fFNproduzierende
tumorspezifische T-Zellen. Die setzten daraufhinsogomale Enzyme,
Sauerstoffradikale oder TNé+rei, um die Zielzelle zu eliminieren. Der TNF-
wirkt antitumoral, indem er Blutzufuhr des Tumorarch Thrombosebildung
unterbindet (TIZARD, 2004).

2.4. Tumor-escape-Mechanismen

Tumore haben verschiedene Strategien entwickelh dem Immunsystem zu
entziehen. Dies ist der Grund, warum es trotz demdrimmunitat zum
Tumorwachstum kommt. Diese Mechanismen werden aisnof-escape

bezeichnet. Im Folgenden sind die wichtigsten didtechanismen aufgefihrt:

Tumorzellen, insbesondere Fernmetastasen, weisereiof Fehlen oder eine
verminderte Expression von MHC-I-Molekilen an ih@berflache auf. Dies
wird der negativen Selektion von MHC-I-Klonen durclas Immunsystem
zugeschrieben (COSTELLO et al.,, 1999). Es wird gbdoermutet, dass es
lediglich zu einer verminderten Expression untdyhaér Nachweisgrenze von
MHC-I-Molekilen kommt, da bei einem vollstédndigeeriist NKC diese Zellen
zerstoren wirden (EMLSIE und DOW, 1997).

Ein zweiter Mechanismus stellt die fehlende Expoesson Kostimulations- und
Adhasionsmolekulen, wie zum Beispiel das B7 Molgkidr (BLATTMAN und
GREENBERG, 1994). Auch dies fuhrt zu einer fehlen@gkennung durch T-
Lymphozyten.

Tumorzellen koénnen auf ihrer Oberflache den sogetesn Fas-Liganden

exprimieren. Bindet dieser an den Fas-Rezeptor uymphozyten, wird die
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Apoptose der Effektorzelle induziert (O'CONNELL at, 1999). Tumorzellen
sind gegen die Fas-Ligand-induzierte Apoptose hatdsistent. Fas-Liganden
werden von vielen Lymphom-, Melanom- oder Kolonkaomzellen gebildet, um
eine Infiltration von T-Lymphozyten abzuwehren (RFMAS et al., 1998).

Des Weiteren sind Tumorzellen imstande, bestimmiéekile in ihre Umgebung
zu sezernieren, um vom Immunsystem nicht erkanniverden, oder dieses zu
unterdricken. Dazu zahlen von Tumoren gebildete rameimsaurehaltige
Mucopolysaccharide, die sich wie eine Schleimkapseldie Tumorzelle legen
und somit die Antigenerkennung fur T-Lymphozyten maglich machen
(ABBAS et al., 1996). Aber auch inhibitorisch wirlde Zytokine kénnen die

Aktivitat der Zellen des Immunsystems hemmen (FCQ882).

3. Immuntherapie bei Tumoren

Der New Yorker Arzt Dr. William Coley konnte bergwior tiber 100 Jahren einen
antitumoralen Effekt durch die unspezifische Aldiving des Immunsystems mit
Bakterienextrakten demonstrieren (COLEY, 1896). |P&brlich entwickelte
wenige Jahre spater eine Tumorvakzine auf Tumagamitiasis im Tiermodell
und belegte somit seinen Verdacht auf eine ze#ul&omponente der
antineoplastischen Immunitat (EHRLICH, 1909).

Heute unterscheidet man unterschiedliche Formere das Immunsystem
aktiviert werden kann um gegen Tumorzellen vorzegehm Folgenden werden
kurz die Unterschiede zwischen der aktiven, spechietn und der unspezifischen

sowie der passiven und der adoptiven Immuntherdigefuhrt.

Bei der aktiven unspezifischen Immunstimulation aeer durch die Applikation
bestimmter Substanzen Zellen des Immunsystems lgigegen Tumorzellen
zu wirken. Als Beispiel ist hier das a®&reptokokkus pyogenegwonnene
Picibanil/OK-432 zu nennen, das zu einer Aktivigyuvon zytotoxischen T-
Zellen und LAK-Zellen fuohrt und die Zytokinausschuitg antreibt
(TAKAHASHI et al., 1998, KIRKWOOD et al., 1997). Dmittlerweile die
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Herstellung von rekombinanten Proteinen kostengginsid in groRen Mengen
erfolgen kann, werden auch Zytokine immer h&aufiger unspezifischen

Immunstimulation verwendet.

Bei der aktiven spezifischen Immunstimulation widds Immunsystem mit
Tumorantigenen in Form von Proteinen, Peptiden, Dbtker ganzen Zellen
konfrontiert. Man spricht auch von cancer vaccins sowohl praventiv als auch

therapeutisch zum Einsatz kommen.

Bei der passiven Immuntherapie werden dem PatieAwdikorper zugefihrt.
Diese binden dann kovalent spezifische AntigeneTdenoroberflache (ABBAS
et al., 2000). An solchen Antikdrpern kénnen veisdbne Substanzen wie
Antikoérper, Toxine oder Radionuklide gekoppelt seso dass die Tumorzellen
den Substanzen direkt ausgesetzt sind, ohne dassdge Zellen beeintrachtigt

werden.

Bei der adoptiven Immuntherapie werden dem Korperazhst mononukleéare
Zellen aus dem Blut oder tumorinfiltrierende Lympiien aus Tumorresektaten
entnommen. Diese Zellen werden anschliel3end uet@r Einfluss hoher Dosen
IL-2 kultiviert und unter der gleichzeitigen GabenviIL-2 systemisch oder lokal
reinjiziert (ABBAS et al., 2000). Die so entstandenLAK-Zellen weisen einen

hohen antitumoralen Effekt auf.

3.1. Immunstimulierende Antitumor-Gentherapie

Bei der immunstimulierenden Antitumor-Gentherapierden die Prinzipien der
antitumoralen Immuntherapie mit jenen der Gentheragreint. Ein bedeutender
Vorteil dieser Therapieform im Vergleich zu andedemitumor-Therapien liegt

darin, dass sie sehr tumorspezifisch wirkt und wiieschte Effekte auf gesunde
Zellen weitgehend ausbleiben (ABBAS et al., 2000).Kapitel 1.5.4. wurden

bereits die Ergebnisse einiger Studien aufgefibat.in dieser Dissertation eine
Phase-1I-Studie zu einer immunstimulierenden  Antib-Gentherapie

abgehandelt wird, soll nun kurz auf die Grundlagiases therapeutischen

Ansatzes eingegangen werden:

Die Gentherapie ist eine Therapieform, mit der neame Immunstimulation

erreichen kann. Sie hat das Ziel, GensequenzenHilfé von viralen oder
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nonviralen Vektoren in Zellen einzuschleusen. Diésmsequenzen kodieren fur
bestimmte Proteine, die das Immunsystem stimulieselften, maligne Zellen
effektiver zu beka&mpfenDie Antitumor-Immunstimulation kann einerseits
indirekt Uber die erhéhte Expression von Tumoramén erfolgen oder direkt
Uber die zellulare Produktion von immunstimulatonisn Zytokinen. Wie bereits
im Kapitel 2.4. erwéhnt, kbnnen Tumorzellen einemiaderte Expression von
MHC-I-Molekulen auf ihrer Zelloberflache aufweisdbies fuhrt unter anderem
dazu, dass Tumorantigene unzureichend dem Immamyptasentiert werden.
Durch die Steigerung der Expression von MHC-I-Mdlek auf neoplastischen
Zellen durch die Gentherapie kann CD8+-T-Lymphozytke Erkennung der
Tumorzellen erleichtert werden. Werden die nun MH@eleklle tragenden
Tumorzellen zerstort und ihre Zellwandfragmente ¥&C phagozytiert, konnen
zudem Uber die MHC-II-Molekille Expression CD4+-Tryhozyten aktiviert
und so zur Zytokinausschittung und CD8+-T-Zellaktivng veranlasst werden
(PARMIANI et al., 2000). Andererseits kann die Aathor-Immunstimulation
auch direkt Gber die zellulare Produktion von imstimulatorischen Zytokinen
erfolgen. Es werden vor allen die stimmulatoriscEgtokine IL-2, 1L-4, 1I-12,
IFN-y, TNFa und GM-CSF eingesetzt. Die fiur ein oder mehrerg¢okige
kodierenden Gene kdnnen sowohl lokal (intratumodar in das Tumorbett) als
auch systemisch appliziert werden. Die langste Wigsdauer und die geringste
Toxizitat weist die lokale Applikation am Ort desumiorgeschehens auf
(ELMSLIE und DOW, 1997, ABBAS et al., 2000, BRILL &l., 2001). Da dieses
Verfahren auch in dieser Studie angewendet wur@égden die Wirkungen der
hier verwendeten Zytokine spater genauer erlautert.

3.2. Gentransfer

Die genetische Information, die von den Zielzelprimiert werden soll, muss
dafir zunachst in die Zelle transportiert und irs dalleigene Genom integriert
werden. Hierfur stehen virale und nonvirale Vektomur Verfligung. Auf die

Vor- und Nachteile beider Systeme soll im Folgendé&hner eingegangen werden.
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3.2.1. Virale Vektoren

Zum viralen Gentransfer werden vor allem Adeno-,eAalassoziierte- und
Herpes-simplex-Viren als DNA-Viren und Retrovirels NA-Viren eingesetzt.
Die Charakteristika der Zielzellen sind von entsdeeder Bedeutung, welches
dieser Viren als Vektoren in Frage kommt. Den Viveerden die Gene fur ihre
Replikationsfahigkeit entnommen und sie werden deit gewiinschten ,neuen®
Gensequenzen ausgestattet, so dass ein replildgiektes und damit weniger
pathogenes Virus entsteht. Da jedoch durch die Rekmation mit Wild-Typ-
Viren ein selbstreplizierendes Virus entstehen kaeh die Sicherheit dieser
Methode nicht vergleichbar mit der des nonviralerentéansfers. Ein
entscheidender Vorteil des viralen Gentransfersdist hohe Transfektionsrate
(ARYGLE, 1999).

3.2.2.  Nonvirale Vektoren

Plasmide sind ringformig angeordnete DNA-Molekildie die gewiinschte
genetische Information tragen. Da sie sich im Omlgaos nicht vermehren
konnen und nicht viralen Ursprungs sind, stelle: edne sichere Methode dar,
Zielzellen zur Produktion von den zuvor bestimminoteinen anzuregen. Die
Herausforderung besteht darin, die Plasmide in dielzellen Uberhaupt
einzuschleusen, da sie im Gegensatz zu viralen ovakt keine Mdoglichkeit
haben, selbststandig in die Zielzellen einzudrindgém eine bessere Transfektion
zu erreichen, werden verschiedene physikalischehddien eingesetzt. Die
Elektroporation ist ein Verfahren, bei dem in demtrbffenen Gebiet nach
Injektion der Plasmide mittels Elektroden ein eliskhes Feld erzeugt wird. Dies
soll zu einer erhdhten Zellpermeabiliat fihren diel Plasmide besser eindringen
lassen (SOMIARI et al., 2000). Der Einsatz von altthallwellen soll ahnliche
Effekte auf die Permeabilitat der Zellmembran habed sogar Makromolekilen
das Eindringen in das Zellinnere ermdglichen (NEWW At al., 2001). Auch
durch Plasmid-DNA-beschichtete Goldpartikel, diewner Heliumschockwelle
angetrieben ins Gewebe geschossen werden (,Gen®, giamn eine bessere
Transfektion erreicht werden (YANG und HUANG, 1998)s Transporter fir
non-virale Vektoren kénnen auf3erdem Liposomen fnegi. Es handelt sich um
positiv geladene Partikel (kationische Liposomedn), die Plasmide gekoppelt
werden und auf Grund ihrer elektrischen Ladung @A#@lmembranen in
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Wechselwirkung treten konnen. Die elektrostatistfteraktion hat zur Folge,
dass die Liposomen samt der DNA, die sie tragendim jeweilige Zelle
aufgenommen werden (NIIDOME und HUANG, 2002). Dadieser Studie die
Zytokine mittels Magnetofektion anhand von paranedigohen Nanopartikeln im
betroffenen Gebiet gehalten werden, soll nun etvéger auf diese Methode beim

nonviralen Gentransfer eingegangen werden.

3.2.3. Magnetofektion

Um die Transfektionsrate der Plasmide in die Zirezu erh6hen, werden die
Plasmide zunachst im Verhéltnis 1:1 mit superpagueischen Nanopartikeln
gemischt und mit physiologischer KochsalzlésungLisung gebracht. Diese
Nanopartikel bestehen aus Eisenoxid, die zuvoiPoiyethylenimin (PEI), einem
kationischen Polymer beschichtet wurden. Eisenadtkel folgen einem

magnetischen Gradienten und sind somit in einenmeteésghen Feld lenkbar. Die
Assoziation der Nanopartikel mit den Plasmiden dxasauf elektrostatische
Interaktionen und auf einer Salz-induzierten Kaldmgregation. Dieser Komplex
zwischen Plasmid und Nanopartikel wird als Magrekoh bezeichnet. Durch
einen Neodymium-Eisen-Bor-Magneten (Nd-Fe-B-Magmgte der durch

Klebestreifen Gber den Zielzellen fixiert wird, @winach intratumoraler Injektion
der Magnetofektine ein starkes magnetisches Felfigehaut, das die
Magnetofektine genau dort festhalt. Durch diese hdeé¢ sedimentieren die
Magnetofektine schneller an den Zelloberflachenneoldie endozytotische
Aufnahme in die Zelle zu beeinflussen. Da die Tiekisonsrate so um ein
vielfaches gesteigert wird und die Vektormenge salautlich verringert werden
kann, sinkt die Toxizitat und die Wahrscheinlichkaibglicher therapiebedingter
Nebenwirkungen (SCHERER et al., 2002). In der inevBtudie von SCHERER
und Mitarbeitern wurde ein Nd-Fe-B Magnet Uber Kdturplatten positioniert

und somit ein magnetischer Gradient erzeugt. MalemBEransfektionslevels
werden bereits innerhalb der ersten 10 Minutendarteln zwei weiteren Studien,
die sich mit dem Gentransfer auf Endothel- bzw.mPBRierepithelzellen

beschaftigt, konnte zudem gezeigt werden, dassdéchiransfektionsrate in-vitro
auf das 360- bzw. auf das 2500- fache unter Anwegdiler Magnetofektion
steigern lasst (HUTH et al., 2004, KROTZ et al.p20 WEI und Mitarbeiter

fanden im Jahr 2004 an einem in-vitro-Modell heraudass die
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Transfektionseffizienz nanopartikelassoziierter @moren am gréf3ten ist, wenn
DNA und Nanopartikel im Verhaltnis 1:1 miteinandggmischt werden. Unter
Einfluss eines Magnetfeldes betrug die Transfektiate 51% versus 10% ohne
magnetisches Feld (WEI et al., 2004). Auch in-vBtodien belegen die
Effektivitat der Transfektionssteigerung durch de&nsatz von Magnetofektinen
und Magneten. SCHERER und Mitarbeiter verbrachtearenon-viralen Vektor
als Magnetofektin in das lleumlumen von Ratten umddie Ohrvenen von
Schweinen. Im Einflussgebiet eines Nd-Fe-B Magn&tamte im Vergleich zum
Kontrollgewebe eine Genexpression festgestellt ae(GCHERER et al., 2002).
Auch KROTZ und Mitarbeiter kénnen eine erhohte Genession im
Einflussgebiet eines Magneten nach intravendser likgimn von
Magnetofektinen bei Mausen feststellen. HierfUrundierten sie den Mausen
Uber einen Femoralkatheter die Magnetofektine uetzem denMusculus
cremastervier Minuten einem Magnetfeld aus. Im Bereich dge#lagnetfeldes
konnte post mortem eine hohe Transfektionsrate geagiesen werden (KROTZ
et al., 2003). Die Abbildungen 4 und 5 veranscltheih das Prinzip der

Magnetofektion.

Abbildung 4: Eisenhaltige Plasmid-DNA-L6sung
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Abbildung 5: Konzentration der Plasmid-DNA-L6sung unter Einfluss des

Neodymium-Eisen-Bor-Magneten

3.3. Zytokine

Die Zellen des Immunsystems sezernieren eine \Welteterschiedlicher
Zytokine, die fur die Immunantwort und die Kommuetilon untereinander von
essentieller Bedeutung sind. Zytokine besteherGlylsoproteinen und wirken im
Gegensatz zu Hormonen auf eine Vielzahl von Gewalrah Zelltypen. Sie
konnen autokrin, parakrin sowie endokrin ihre Wirguentfalten. Obwohl sie
strukturell einen &ahnlichen Aufbau besitzen, urdieesdet man Interleukine,
Interferone sowie Kolonie stimulierende Faktoreme Bytokinproduktion kann
durch verschiedene Signale ausgeldst werden. Dobtigsten Signale sind mit
Abstand Antigene oder Antigen-MHC-Molekul-Komplexie an T- oder B-Zell-
Rezeptoren gebunden sind. Daneben l6sen auch Artigekdrper-Komplexe,
die an Fc-Rezeptoren binden, sowie Superantigeme &ytokinproduktion aus
(TIZARD, 2004). Die verschiedenen Zytokine kdonneltditive, antagonistische
oder synergistische Wirkung zeigen und beeinflusseim somit gegenseitig. Im
Folgenden soll auf IL-2, IFN-und GM-CSF naher eingegangen werden, da diese

Zytokine in der Arbeit Anwendung fanden.

3.3.1. Interleukin 2
[I-2 wird von T-Lymphozyten, vornehmlich von den €BT-Lymphozyten, aber
auch von CD8+-T-Lymphozyten und Large-granular-Lynopyten (LGL)
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gebildet und dient als wichtigster Wachstumsfaktord Aktivator fur T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten. Daneben kann Il-2haohne Beteiligung von
T-Helferzellen zu einer Bildung tumorspezifischgtatoxischer T-Lymphozyten
fuhren (FEARON et al., 1990) und Makrophagen sowikgodendrozyten
aktivieren. Werden lymphoide Vorlauferzellen mi2llinkubiert, reifen diese zu
LAK-Zellen aus. LAK-Zellen besitzen ein hohes zgidasches Potential und sind
somit beféhigt, effektiv gegen Tumorzellen zu witk@ROITT et al., 1995). II-2
wird bei der Therapie von Nierenzelltumoren und den Therapie des malignen
Melanoms als Monotherapie oder in Verbindung mitKkZellen und anderen
Zytokinen eingesetzt (ATKINS et al., 2000, ROSENEERt al., 1989). Auch
beim Fibrosarkom sind mit IL-2, wie bereits in Kigbi 1.5.4. erwéhnt,
verschiedene Kklinische Studien durchgefiihrt wordeie. Nebenwirkungen der
Therapie mit IL-2 umfassen Fieber, Schittelfrosthv@ndel, Vomitus und
Diarrhoe, Hypotension und Flissigkeitsretention,ndiérdurchblutung innerer
Organe, myokardiale Infarkte und insbesondere @ihéhte Kapillarpermeabilitat
(EISNER et al., 2004, ELMSLIE et al.,, 1991, GONSALY et al., 1991,
SCHWARTZ et al., 2002). Die Ursache der erhdhteféGeermeabilitéat, auch als
capillary leak syndromdezeichnet, sind bislang nicht eindeutig geklag.wird
diskutiert, ob der direkte Einfluss von IL-2 aukdbefallendothelzellen, oder die
Aktivierung weiterer Zytokine und Entzindungsmealiah zu einer gesteigerten
Durchlassigkeit der GefalRe fuhrt, oder ob die dukeh induzierte Eosinophilie,
mit anschlieender Degranulation der entsprechen@eanulozyten diese
Symptomatik verursacht (VAN HAELST PISANI et al991). In Folge zeigen
die Patienten Symptome, die sich Uber den VerlastRUussigkeit und Protein in
interstitielle Gewebe erklaren lassen. Hierzu zétieben peripheren Odemen,
Pleura- und Perikard- und Bauchhdhlenergiissen @iectiurch die Hypovolamie
verursachten hypoxischen Schaden von Organen umelida (BALUNA und
VITETTA, 1997).

3.3.2. Interferon y (IFN-y)

Interferony als einziges Typ-ll-Interferon ist nicht mit anderinterferonen (Typ
[) verwandt und wird nur wegen seiner antiviralenrRiyfng als Interferon
bezeichnet. Es wird von CD8- und von CD4+ T-LympHen wie auch von NK-

Zellen gebildet und zeichnet sich durch seine immaaiulatorische Wirkung auf
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B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, natirliche Killerzatl und Markophagen aus.
Die Homologie der Aminoséuresequenz zu humanem ylFdétragt lediglich
63%. Wegen der daraus resultierenden speziessobmfi Wirkung kann fur eine
immunstimmulierende Gentherapie bei der Katze elinds IFNy zum Einsatz
kommen (ARGYLE et al.,, 1995). Um sich einer Immumart zu entziehen,
haben Tumoren, wie bereits in Kapitel 2.4. bespeach verschiedene
Mechanismen entwickelt. Einer der Hauptmechanisdestumor escapdesteht
in einer verminderten Expression von MHC-I-Molekule auf der
Tumoroberflache, so dass Tumorantigene unzureichéech Immunsystem
prasentiert werden. IFN-veranlasst Zellen zu einer erhdéhten Expression von
Molekulen, die der Antigenprasentation dienen (FARR et al., 1981).
Tumorzellen werden somit demaskiert und sind num denmunsystem
zuganglich. Gleichzeitig werden CD4+-T-Lyphozytemgeregt, IL-2 und IL-2R
zu bilden. Die Aktivitat von NK-Zellen wird durchFN-y verstarkt. Diese
reagieren unter anderem auch selber mit einer Jetere Produktion von IFN;
so dass durch diese positive Rickkopplung weitdfeZBllen aktiviert werden
konnen. Zudem werden durch IBRN-Makrophagen aktiviert, die daraufhin
vermehrt phagozytierte Mirkoorganismen zerstérelZ ARD, 2004) und durch
die Freisetzung weiterer Zytokine, wie beispielsgeilL-12, zellvermittelte
Prozesse aktivieren (BLATTMANN und GREENBERG, 2Q04)Als
Nebenwirkungen, die bei einer Therapie mit lfNauftreten kénnen, sind
grippeédhnliche Symptome wie Fieber, Abgeschlagénimel Anorexie zu nennen.
Diese werden vermutlich durch sekundér freigesétigber-Mediatoren wie IL-1,
PGE2 und TNF ausgelost. Daneben werden aber aucblogische und renale
Toxizitaten sowie myelosuppressive Effekte beobetq8UL und SCHNEIDER,
1997).

3.3.3.  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Fakior

GM-CSF wird von T-Lymphozyten, Makrophagen, Fibadien und
Endothelzellen gebildet und wirkt als Wachstumsiakhauptsachlich auf
Vorlauferzellen der myeloiden Zellreihe (TIZARD,@0). GM-CSF stimuliert die
Reifung und Ausdifferenzierung der myeloiden Vofémellen und verlangert
zudem deren Uberlebenszeit (METCALF, 1986). Nebeimes Fahigkeit die
Proliferation von Granulozyten und Makrophagen @rdérn, ist GM-CSF auch
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an der Proliferation, Ausreifung und Migration vbtonozyten und dendritische
Zellen beteiligt (DUNHAM und BRUCE, 2004). Die awsgiften APC kdnnen in
Tumorgebiete einwandern und dort ihrer Funktionmoteellfragmente dem
Immunsystem zu prasentieren, nachkommen. Wie agicli-N-y wird auch durch
die Wirkung von GM-CSF die Expression von MHC-I-duMHC-II-Molekulen
hoch reguliert und somit die T-Zell-vermittelte Immantwort Uber eine
gesteigerte Antigenprasentation hochreguliert (ARMBE, 1998, FISCHER et
al., 1988). Durch GM-CSF werden zudem neutrophilen@Glozyten angelockt, so
dass die Funktion der APC gestitzt wird. Gleichgeiird die phagozytotische
und zytotoxische Aktivitat von Monozyten und Makhagen gesteigert. Durch
GM-CSF wird zudem die Produktion anderer Zytokiwes IL-1, 1I-6 und TNF
gesteigert, was wiederum das Wachstum und die iéiflegerung von T- und B-
Lymphozyten férdert. Zu den beschriebenen Nebemnigken zahlen lokale
Hautreaktionen am Injektionsort, Knochenschmerzeéa auch grippedhnliche
Symptome (BUCHSEL et al., 2002).
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1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Studiengrundlagen

1.1. Aufbau der Studie
Bei der Studie handelt es sich um eine prospekkieische Phase-1I-Studie, in
der zum einen die Wirksamkeit und zum anderen digZltat einer adjuvanten

Gentherapie in der Behandlung des felinen Fibrasaskuntersucht wird.

In der 2007 von JAHNKE et al. durchgefihrten PhaSaidie wurde mittels
einer Dosiseskalation die Plasmidmenge von jewtsI3 ug, die fir die felinen
Zytokine GM-CSF, IFNy und II-2 kodieren, zur intratumoralen adjuvanten
Anwendung in der Therapie von felinen Fibrosarkoraksnsicher beurteilt. In der
vorliegenden Studie soll anhand eines groRererematikollektivs neben der
Ermittlung der Effektivitdt ein besonderes Augenknauf das Auftreten von
maoglichen  Nebenwirkungen und  Toxizitdten bei  der juaahten
immunstimulierenden Gentherapie mit fell-2, felFNand feGM-CSF gelegt
werden. Hierzu wurden 20 Katzen zweimalig adjuvant Standardtherapie mit
einer festgelegten modifizierten Dosis von 150 ptr2, 450 pg felFN¢ und
75019 feGM-CSF der aufgefiihrten Zytokine praopetaghandelt und mit einer
klinikeigenen Kontrollgruppe, die nur die Standaetbpie einer radikalen
Tumorexstirpation erhielt, verglichen. Die auftreden Nebenwirkungen bei der
Therapie- und bei der Kontrollgruppe wurden in eiNeterinary Co-operative
Oncology Group - Common Terminology Criteria forvsdse Events (VCOG-
CTCAE)-Tabelle aufgefuihrt und statistisch ausgeeterDie Patientenbesitzer
wurden erst nach Abschluss der Studie informidst,foe Katze die adjuvante
Gentherapie erhalten hatte oder nicht. Nur aufedid®ise konnte gewahrleistet
werden, dass die Besitzer unvoreingenommen undeiumthesst den Vorbericht

erstatten.

1.2. Patientengut
Die an der Studie teilnehmenden Katzen stammen chlisBlich aus

Privathaushalten. Um ein ausreichendes Patientemranfien zu sichern, wird an
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zahlreiche niedergelassene Tierdrzte im Einzugsgebbn Minchen ein
Informationsschreiben mit der Bitte zur Uberweisuggeigneter Patienten
geschickt (Anhang 1). Die Internetprasemavw.fibrosarkom.degibt zudem

Patientenbesitzern und Tierarzten Informationendruwm die Studie. Zum
Anderen konnten einige Studienteilnehmer aus dédtof@giesprechstunde der
Medizinischen Kleintierklinik der Universitat Muneh rekrutiert werden.
Insgesamt werden 40 Katzen ausgewertet, von den@n n€ben der
Standardtherapie eine adjuvante immunstimulierébeletherapie mit Plasmiden,
die fur fell-2, felFNy und feGM-CSF kodieren, erhalten. Der Einfachhalbér
werden die Katzen, die die adjuvante Therapie srhadls Therapiegruppe und
jene, die nur die Standardtherapie erhalten alstridbbgruppe bezeichnet. Die
Katzen der Therapiegruppe erhalten zudem 14 (Tégwid 7 (Tag -7) Tage vor
der Tumorexstirpation jeweils adjuvant die Gentheramit den fir die felinen
Zytokine GM-CSF, IFNy und II-2 kodierenden Plasmide intratumoral applizi
Bei der Erstvorstellung werden alle Patientenbesitausfihrlich tber den
Verlauf, die Studienhintergrinde und mdgliche Netngtungen der Gentherapie
sowie Uber das mit der Operation in Zusammenhaefgestle Narkoserisiko
aufgeklart. Von dem betreuenden Tierdrzteteam wurdelem in einem
personlichen Gesprach auf Fragen seitens der Bes#ingegangen. Zudem
wurden die Besitzer informiert, dass die fur dieh&edlung anfallenden Kosten,
bei einer regelmafigen Vorstellung der Katzen, en dintersuchungsterminen
vom Forschungsprojekt getragen werden. Im Anschdusdas Gesprach erhielten
die Patientenbesitzer ein Informationsblatt auf deenwichtigsten Informationen
zur Studie noch einmal kurz zusammengefasst sinthdAg 2) sowie eine
Ubersicht, wann die Kontrolluntersuchungen staitwlén haben (Anhang 3).
Nach einer schriftlichen Einverstandniserklarunigess der Besitzer (Anhang 4)
erfolgte die Aufnahmeuntersuchung der Katzen, dkeeridie endgultige
Aufnahme entschied.

1.3. Ein- und Ausschlusskriterien
Um an der Studie teilzunehmen, mussten folgendektBuerflllt werden

(Einschlusskriterien):

+ Der Tumor musste als Fibrosarkom befundet werden.



I1l. Material und Methoden 36

 Es musste eine vom Besitzer unterschriebene Eidwehsiserklarung

vorliegen.

« Das Tier musste, abgesehen von der Tumorerkrankueige

Lebenserwartung von mindestens einem Jahr haben.
* Der Tumor musste am Rumpf lokalisiert sein.
* Der Tumor musste in einer Sitzung chirurgisch entfererden kbnnen.

Der Patient durfte nicht in die Studie aufgenommwenden, wenn einer der

folgenden Punkte zutraf (Ausschlusskriterien):

* Das Tier hatte innerhalb des letzten Jahres mir édadio-, Gen- oder

Chemotherapie erhalten.

» Das Tier ist innerhalb der letzten sechs WocherStodieneintritt mit
einem Kortikosteroid oder einem anderen immunsuapierenden

Medikament behandelt worden.
* Eslag eine andere Tumorerkrankung oder Tumornastastvor.
» Das Tier war trachtig.

» Das Tier war hochgradig aggressiv, so dass melefagbktionen ein zu

grof3es Risiko fur das Tier und den behandelterafzedarstellten.

* Es lag ein positiver FIV- oder FeLV-Test vor.

1.4. Nachtragliche Ausschlusskriterien
Trafen einer oder mehrere der folgenden Punktelatie des laufenden

Studienjahrs zu, wurde das Tier nachtraglich ausStelie ausgeschlossen:

» Die pathohistologische Untersuchung ergab, dasexdgirpierte Tumor

kein Sarkom watr.

* Die Anwendung von Kortikosteroiden oder anderen
immunsupprimierenden Medikamenten innerhalb deeersechs Wochen

nach Behandlungsbeginn.

» Keine Komplianz von Seiten des Besitzers
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2. Studienablauf

2.1. Zeitlicher Ablauf

Die Katzen der Therapiegruppe erhielten zweimaitiégpperativ in einwdchigem
Abstand eine intratumorale Gentherapie. Der Opmratag wird als Tag 1
definiert. Die Katzen der Therapiegruppe wurden elste Mal an Tag -14 zur
Aufnahmeuntersuchung vorgestellt. Durfte die Katireder Studie teilnehmen,
erhielt sie bereits an diesem Tag die erste Imgekiier Gentherapie. In der
Folgewoche an Tag -7 erfolgte dann die zweite Madigntenapplikation. Die
Katzen wurden bereits einen Tag vor der Tumorepatiion (Tag 0) stationar
aufgenommen und fir den Operationstag (Tag 1) veiiee. Um die Prognose
nicht durch die Wartezeit ohne therapeutische Mafwe@ zu verschlechtern,
wurde bei den Katzen der Kontrollgruppe aus etlisc@riinden von der Gabe
eines Placebos abgesehen. Deshalb wurden sie deicholgetag nach der
Aufnahmeuntersuchung operiert. Demzufolge wird @dbn Gruppen der Tag
vor der Operation als Tag 0 definiert. Sowohl an @agen der Gentherapie, als
auch wahrend des gesamten Klinischen Aufenthatesden die Katzen unter
grundlicher und regelméaRiger medizinischer Uberwaghund wurden vom
selben Tierarzteteam betreut. Die Katzen verbliebesoweit keine
Komplikationen zu verzeichnen waren, bis einen agh der OperatiofiTag 2)

in stationarem Aufenthalt und wurden dann nach Haerglassen. Alle an der
Studie teilnehmenden Tiere wurden an zuvor detemerTagen zu den
ambulanten Kontrollterminen einbestellt. Dabei lgezeich der Tag der
Nachuntersuchung immer auf den Operationstag alsy Th Die
Nachuntersuchungstermine wurde bei beiden Grupipendie Tage 14, 45, 90,
180, 270post operationenangesetzt. Die Abschlussuntersuchung erfolgteaan T
360. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber den zghiin Ablauf der Studie:
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Tabelle 1: Uberblick tiber den zeitlichen Ablauf derStudie fir Therapie- und
Kontrollgruppe

Tag Therapiegruppe Kontrollgruppe

-14 Aufnahmeuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutserumanalyse,
Rontgen, Ultraschall), 1.
intratumorale Injektion,
Magnetofektion

-7 2. intratumorale Injektion,
Magnetofektion

0 Stationare Aufnahme (inkl. | Aufnahmeuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutserumanalyse) | Blutbild, Blutserumanalyse,
Rontgen, Ultraschall), stationare

Aufnahme
1 Operation Operation
2 Postoperative Untersuchung | Postoperative Untersuchung (inkl.

(inkl. Blutbild), Entlassung Blutbild), Entlassung

14 Kontrolluntersuchung (inkl. | Kontrolluntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutserumanalyse) | Blutbild, Blutserumanalyse)
Faden ziehen Faden ziehen

45, 90, Kontrolluntersuchung (inkl. | Kontrolluntersuchung (inkl.

180, 270 |Blutbild, Blutserumanalyse) |Blutbild, Blutserumanalyse)

360 Abschlussuntersuchung (inkl| Abschlussuntersuchung (inkl.
Blutbild, Blutserumanalyse, |Blutbild, Blutserumanalyse,
Rontgen, Ultraschall) Rontgen, Ultraschall)

2.2. Aufnahmeuntersuchung

Die an Tag -14 und Tag O durchgefuhrte Aufnahmesnthung beinhaltete eine
eingehende Kklinische Untersuchung, eine speziellaterSuchung, eine
umfassende Rontgen- und Ultraschalluntersuchungeseime Blutuntersuchung,

zu der neben einem gro3en Blutbild und einem groBeganprofil auch ein
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Schilddrusenprofil sowie ein FIV/FeLV-Test eingédi wurde. Des Weiteren
wurde vom Tumor ein Feinnadelaspirat entnommenargefund zytologisch
ausgewertet. Die Ergebnisse aller Untersuchungenrdesu auf einem
vorgefertigten Formblatt genau dokumentiert. Dienayeen Ablaufe und
Hintergrinde aller durchgefihrten Untersuchung eerdn Folgenden genauer

erlautert.

2.2.1. Allgemeine Untersuchung

Bei der Allgemeinen Untersuchung wurde neben denmd&en und dem Habitus
die  Korpertemperatur, das Gewicht, der Erndhrurgjand, die

Schleimhautfarbe, die kapillare Ruckflllzeit, deautturgor, die Herzfrequenz
und Auskultation, die Atemfrequenz und Lungenauskn, die Palpation des
Abdomens, die Palpation der Mandibular- und Pogllgenphknoten sowie die

Palpation der Schilddriise beurteilt.

2.2.2.  Spezielle Untersuchung

Bei der speziellen Untersuchung wurde der Tumoreimer Schieblehre in drei
Dimensionen vermessen. Wenn der Maximaldurchmddserer oder gleich 2
cm gemessen hat, wurde er der Tumorgréf3e ,kleigéatdnet. Mal3 er mehr als
2 cm wurde er als grol3er Tumor eingestuft. Zusétziurden die Tumoren
aufgrund ihres Tumorstatus (Primartumor oder Retidior) eingeteilt. Die
folgenden Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tiber di@rdaung der Tumoren nach

Tumorstatus und TumorgrofR3e.

Tabelle 2: Einteilung der Tumoren nach Tumorstatus

Primartumor Tumorrezidiv
Alle Primartumor klein Rezidiv klein
Tumorabmessungen
<2cm
Eine Tumorabmessundriméartumor grof3 Rezidiv gro3
>2cm
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Des Weiteren wurde die Lokalisation des Tumors,Tdimorbeschaffenheit sowie
die Operabilitat erfasst und dokumentiert. BestanBedenken bezlglich der
Operabilitat, wurde Herr Prof. Kostlin als Chiruegr Rate gezogen und dem
Patientenbesitzer  gegebenenfalls zu einer praopsmat computer-

tomographischen Untersuchung des Tumorausmalfdemera

2.2.3. Rontgenuntersuchung

Zum Ausschluss von Metastasen in der Lunge undrandeugrundeliegenden
Erkrankungen wurden Rontgenaufnahmen vom Brustlergefertigt. Hierfur
wurde der Thorax in drei Ebenen gerbngt, jeweitseaiechts- und eine links-
anliegende Aufnahme im latero-lateralen Strahleggsowie eine Aufnahme im
ventro-dorsalen Strahlengang. Bei unklaren Befundenrde zu einer

computortomographischen Untersuchung des Thorateger

2.2.4. Ultraschalluntersuchung

Um auch Metastasen in inneren Organen oder andelné klinisch erkennbare
schwere Organerkrankungen auszuschlieen, wurde enzudbei der
Aufnahmeuntersuchung eine  Ultraschalluntersuchungom v Abdomen
durchgefuhrt. Hierbei wurden die einzelnen Orgawe die Harnblase, die
Nieren, die Milz, die Leber, der Magen, die Pankregion und das

Darmkonvolut mit den dazugehérigen Lymphknoten gdmeurteilt.

2.2.5. Blutuntersuchungen

Jede Neuaufnahme beinhaltete eine ausfuhrlicheulertsuchung der Katzen.
Hierzu wurden mit Hilfe einer Kanule (Mikrolan& Becton Dickinson, Madrid,

Spanien) jeweils 1-2 ml Vollblut in zwei 2-ml-KahuEthylendiamintetraacetat
(2ml-K-EDTA) beschichteten Réhrchen (Sarstedt; Niguobt; Deutschland) und
2-3 ml Serum in einem 5-ml-Serumrdéhrchen (Sarstddtmbrecht; Deutschland)
aus derVena cephalica antebrachmder derVena saphenantnommen und
anschlieBend im Labor der Medizinischen Kleintieiki der Universitat

Munchen untersucht. Aus dem Vollblut wurden mitteises vollautomatischen

Hamatologiegerates (Cell-D§n 3500R; Abbott Laboratories; Chicago; lllinois,
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USA) die folgenden Parameter bestimmt: Erythrozzaédah Hamatokrit,
Hamoglobingehalt, mittleres korpuskulares H&moglobiMCH), mittleres
Erythrozytenvolumen (MCV), mittlere korpuskulare rAdglobinkonzentration
(MCHC), Thrombozyten- und Gesamtleukozytenzahls Dafferentialblutbild
mit der Anzahl der neutrophilen, eosinophilen sowasophilen Granulozyten,
der Monozyten und der Lymphozyten wurde anhand seiBéutausstrichs
mikroskopisch ausgezahlt.

Aus dem Serum wurden mit Hilfe eines automatiscB&rtchemieanalysators
(Automatic Analyser Hitact® 911; Roche Diagnostics; Indianapolis, Indiana;
USA) die Aspartat-Amino-Transferase (AST), die Aikehe Phosphatase (AP),
Gesamtbilirubin, Gesamteiweil3, Albumin, Harnstofkreatinin, Glukose,
Serumgallensauren, Thyroxin (T4) sowie die Elektel Phosphat, Chlor,
Natrium, Kalium und Calcium ermittelt. Des Weitengarden aus dem Serum ein
FIV-Antikorpertest sowie ein FelLV-Antigentest dugdiihrt. Das Vollblut des
verbleibenden EDTA-R6hrchens wurde bei 4000 U/mimffMinuten lang
zentrifugiert, das so gewonnene Plasma abgetremhtbei -80 °C fir weitere

Analysen asserviert.

2.3. Intratumorale Injektion und Magnetofektion

Die Katzen der Therapiegruppe erhielten zweimaégeeils 14 und 7 Tage vor
der Operation, eine intratumorale Injektion mit demus Plasmiden und
Nanopartikeln bestehenden Gemisch. Hierfir wurdemiehst die Plasmide in
der zuvor angegebenen Dosierung in physiologiscbeh&alzldsung gebracht.
Die Nanopartikel wurden mit Wasser fur Injektiongoke in Losung gebracht
und anschlieBend im Verhéltnis 1:1 mit der Plasgsidhg vermischt. Das

Injektionsvolumen entsprach 500 pl.

Zur Herstellung der Plasmide wurden in einer vogagangenen Studie von
SCHWARZ und Mitarbeitern im Jahr 2007 die Gene,fdiefell-2, felFN+ und
feGM-CSF kodieren, aus felinen mononukleéren ZebBetiert und mit Hilfe des
Zytomegalieviruspromotors in Expressionsplasmide onidrt. Diese
Expressionsplasmide gelten als Ursprungsplasmidedigi Plasmidproduktion.
Die Herstellung der Plasmide erfolgte durch diesPii@ Factory GmbH und Co;

KG (Bielefeld, Deutschland) in einer wassrigen Ligumit einer Konzentration
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von 5,0 mg Plasmiden auf 1,0 Milliliter Wasser.

Die fur die Studie benétigten, mit PolyethylenimiGPEl) umhdullten
Eisenoxidnanopartikel wurden von der Chemicell Gm{iderlin, Deutschland)
produziert. Sie wurden in einer wassrigen Losungiimer Konzentration von 60

mg Nanopartikel auf einen Milliliter Wasser hergist

Aufgrund der negativen Ladung der Plasmide undpadsitiven Ladung der mit
PEI umhullten Nanopartikel kommt es zur Ausbilduredektrostatischer
Anziehungskrafte, die die beiden Komponenten mnateder verbinden
(SCHERER et al., 2002).

Um das fur die Magnetofektion benétigte Magnetildizubauen wurde nach der
intratumoralen Injektion auf dem Tumor ein Neodymi&isen-Bor-Magnet (Neo
Delta Magnet NE 2010; IBS Magnet; Berlin; Deutsddgamit einem Klebeband
befestigt und fur eine Stunde dort belassen. Isedigeit standen die Katzen unter
sorgféaltiger Beobachtung, um moglich auftretendeabé&hwirkungen sofort

entgegenwirken zu konnen.

Die Abbildungen 6 und 7 zeigen den Neodymium-EiBer-Magneten vor und

wéahrend der Magnetofektion.

Abbildung 6: Neodymium-Eisen-Bor-Magnet auf einem Kebeband. Aus dem

Fotoarchiv der Medizinischen Kleintierklinik der LM U Miinchen.
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Abbildung 7: Neodymium-Eisen-Bor-Magnet wahrend #démgnetofektion auf
dem Tumor einer Katze. Aus dem Fotoarchiv der Madizhen Kleintierklinik
der LMU Minchen.

2.4. Operationsvorbereitung, Anasthesie und Medikamente

Die Katzen beider Gruppen wurden einen Tag vorQjearation (Tag 0) stationar
aufgenommen und in Boxen der Intensivstation uetaracht. Allen Katzen
wurde ein venodser Venenverweilkatheter (VasofiB.Braun Melsungen AG;
Melsungen, Deutschland) in d¥ena cephalica antebrachoder in dieVena
saphena gelegt Uber den sie wahrend des gesamten Klirekadiodlts
Medikamente und die Infusionstherapie zur Flisstgkaebstitution erhalten.
Wies die Katze zudem eine andere Erkrankung aufidevu entsprechende
VorsichtsmaRnahmen getroffen und ihr die benétigidedikamente oder bei
Bedarf eine zusatzliche Therapie verabreicht. DatzEn bekamen wahrend des
gesamten Klinikaufenthaltes klinikeigenes Futtem Abend vor der Operation
wurde das Futter aus den Boxen entfernt. So kosioteergestellt werden, dass
die Katzen am Tag der Operation niichtern sind. afuibiotischen Versorgung

erhielten die Katzen Amoxicillin-Clavulansaure (Aogntan®, GlaxoSmithKline;
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Beecham Pharma; Minchen) in einer Dosierung vorb Iiag/lkg KGW
(Korpergewicht) zweimal taglich intravents appliziZur Analgesie wurde den
Katzen je nach GrolBe und zu erwartender Schmeigkeitt der Operation
Buprenorphin (Temges& Essex; Munchen; Deutschland) in einer Dosierung
von 0,005 - 0,01 mg/kg KGW einmalig vor der Opematintravends verabreicht.
Die Narkoseeinleitung erfolgte in der Chirurgischend Gynakologischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-UniversitaMinchen und beinhaltete 0,2
mg/kg KGW Midazolam (Dormiku®; Roche; Grenzach-Whylen; Deutschland)
und 4,0 - 6,0 mg/lkg KGW Propofol (Rapinovet®; Esdelarma; Munchen;
Deutschland). Sobald die narkotisierende Wirkungrat, wurde der Katze ein
intratrachealer Tubus gelegt und sie wurde zur Okekrhaltung an eine
Inhalationsnarkose angeschlossen. Diese beinhaBateerstoff (Medizinischer
Sauerstoff®; Linde; Hollriegelskreuth; Deutschlandhd Isofluran (IsoBa®;
Essex Pharma; Miunchen; Deutschland), das je nackuWj zwischen 1,0 und
3,0 % dosiert wurde. Das Fell um den Tumor wurddfidchig abrasiert und das

Operationsfeld grtindlich gesaubert und desinfiziert

2.5. Operation

Sowohl die Katzen der Kontrollgruppe, als auch dbe Therapiegruppe, wurden
in der Chirurgischen und Gynakologischen Tierklinigr Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen vom gleichen Chirurgen- und gthasistenteam betreut.
Bei der Operation wurde zunachst die Haut um demmaru ellipsoid
aufgeschnitten und der Tuman blo¢ wenn moglich mit einem seitlichen
Abstand von 3 cm im gesunden Gewebe und einer Nagkeht
Sicherheitsabstand in die Tiefe, exstirpiert. Faith der Tumor in unmittelbarer
Nachbarschaft zu kndchernen Strukturen, wie Rippéder Wirbelfortsatzen
befand wurden diese mitentfernt. Der entnommene ofuwurde cranial mit
einem Faden markiert. Nachdem Proben fur das umsfiir Experimentelle
Onkologie und Therapieforschung der Technischen véigitat Minchen
entnommen und Tumorabkratzpraparate angefertigdevorsind, wurden die
Schnittrander mit Tusche angefarbt und in ein Geféfd 4-%-igem Formalin
gelegt. Der so fixierte Tumor konnte anschlie3endnstitut fur Tierpathologie
der LMU Minchen histopathologisch untersucht werden
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2.6. Zytologie und histopathologische Untersuchungen

Die nach der Operation angefertigten Tumorabkraj@gmate wurden nach einer
modifizierten Wright-Farbung im Labor der Medizicien Kleintierklinik gefarbt
und anschlieBend zytologisch ausgewertet. Dastundiir Tierpathologie der
Universitdt Munchen dbernahm die histopathologiscbatersuchung der

Tumoren.

2.7. Nachsorge

Noch in Narkose wurde den Katzen bei Bedarf einckvarband angelegt um so
einer moglichen Serom- oder Hamatombildung pravemtntgegenzuwirken.
Sobald die Katzen extubiert werden konnten, wurdg® zurtick auf die
Intensivstation der Medizinischen Kleintierkliniked LMU Minchen gebracht.
Waren die Operationswunden sehr schmerzhaft, &hialie Katzen zu ihrer
vorgesehenen Schmerztherapie von drei mal taglighl Omg/kg KGW
Buprenorphin (Temges®&; Essex; Minchen; Deutschland) zudem 20-30 mg/kg
KGW Metamizol (Vetalgi®; Intervet Unterschleil3heim, Deutschland) einmalig
intravents appliziert. Im Tagesverlauf erhieltere datzen eine intravenose
Flissigkeitssubstitution mit 50-60 ml/kg einer Rand.actat-Infusionslosung (B.
Braun Melsungen AG; Melsungen, Deutschland), was dmfachen Tagesbedarf
entspricht. Alle Katzen erhielten wahrend ihres ageen Klinikaufenthaltes
zweimal taglich eine antibiotische Versorgung mimndxicillin-Clavulansaure
(Augmentan®; GlaxoSmithKline; Miinchen; Deutschlamdginer Dosierung von
12,5 mg/kg KGW. Im Verlauf des Tages und auch arfgdtag wurden die
Katzen mehrmals eingehend klinisch untersucht, wenteell auftretende
Komplikationen frihzeitig zu erkennen. Am Abend deirden Katzen Futter in
kleinen Mengen angeboten. Nach der klinischen Wotdrung, einer vendsen
Blutentnahme zur Anfertigung eines Blutbildes mitff@entialblutbild, einer
genauen Beurteilung des Wundgebietes mit Verbandwset sowie der
Entnahme des Venenverweilkatheters, wurden die ehaeam Nachmittag des
darauffolgenden Tages (Tag 2) nach Hause entlad3en.Patientenbesitzer
fuhrten die weitere antibiotische, sowie die antidgbe Versorgung ihrer Katze
selbststandig zu Hause durch. Dazu gaben sie Zidische Versorgung fur

weitere 5 Tage zweimal taglich 12,5 mg/kg KGW Anwilkn-Clavulansaure
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(Synulox®, Pfizer; Karlsruhe; Deutschland) und zur analgbégs Versorgung am
ersten Tag 0,2 mg/kg KGW Meloxicam (Metacg@mBoeringer Ingelheim;
Ingelheim; Deutschland) oral ein. Die Dosis des l§ekums wurde an den
Folgetagen um die Halfte reduziert. Die Besitzerden angehalten, sich bei

auftretenden Problemen oder Fragen zu melden.

2.8. Kontrolluntersuchungen

Die Kontrolluntersuchungen dienten der frihzeitigetkennung von Rezidiven
oder anderen Auffalligkeiten. Bei der Therapie- wied Kontrollgruppe erfolgten
die Kontrolluntersuchungen jeweils an Tag 14, 48, 880, 270 und 360. Bei
jeder dieser Untersuchungen wurden die Katzen hin&orgfaltig klinisch
untersucht. Im Anschluss erfolgte die spezielle disuchung, in der das
Operationsgebiet grindlich adspektorisch und paitsath durchgemustert wurde.
An Tag 14 wurden zudem die Faden gezogen. In deallan Kontrollterminen
durchgefuhrten Blutuntersuchung wurde ein Blutbitdit Differentialbild
angefertigt und eine Blutserumanalyse durchgefiBestand der Verdacht, dass
ein Tumorrezidiv vorliegt, wurde ein Feinnadelaapider auffalligen Struktur
entnommen und zytologisch ausgewertet. Bestétigie der Verdacht eines
Rezidivs, war fur die Katzen die Studie beendetst&aden keine Auffalligkeiten
und lag kein Rezidiv vor, wurden die Katzen bis zoéchsten Kontrollbesuch
nach Hause entlassen. Die Besitzer wurden zudemehatign das
Operationsgebiet gut zu beobachten und bei einezidiReerdacht einen Termin

aulRerhalb der regular festgelegten Termine zu Meaeen.

2.9. Abschlussuntersuchung

An Tag 360 wurden die Katzen das letzte Mal im Rammer Studie vorgestellt.
Zu diesem Termin erfolgten neben den Untersuchungés auch bei den
normalen Kontrollterminen durchgefiihrt werden, genzusatzliche diagnostische
Untersuchungen. Hierzu zahlte eine Ultraschallsoigtung des Abdomens, in
der, wie bereits in der Aufnahmeuntersuchung, dizetnen Organe der
Bauchhohle durchgemustert wurden. Des Weiteren evauth der Thorax erneut

in 3 Ebenen gerdntgt. Die Rontgenaufnahmen umfasstee rechts- sowie eine
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linksanliegende Aufnahme im latero-lateralen Seaghng sowie eine Aufnahme
im ventro-dorsalen Strahlengang. Nur anhand diésstersuchungen konnte
sichergestellt werden, dass Metastasen oder abdler@nkungen nicht Gbersehen

werden.

3. Studienauswertung

3.1. Auswahl der Kontrollgruppe

Die 20 Katzen der Kontrollgruppe wurden nachtrdglamhand der TumorgrofRe
und anhand des Tumorstatus (Primartumor oder Rezieér Therapiegruppe aus
einem historischen studieneigenen Patientenkollekisgewahlt. Tumoren die in
einer Dimension groRer als 2 cm malfien wurden hgegmR definiert. Somit
beinhaltete jede Gruppe 7 Tiere mit einem groR3eh@iiiere mit einem kleinen
Primartumor, sowie jeweils 2 Tiere mit einem grofiedd 5 Tiere mit einem
kleinen Rezidivtumor. Es soll hierbei betont werddass bei der Auswahl der
Kontrollen die  TumorgréRe und der Tumorstatus alsinzige
Entscheidungskriterien ausschlaggebend waren. Daugeiese Kriterien von
essentieller, prognostischer Bedeutung sind, konaié¢ diese Weise die

Vergleichbarkeit der beiden Gruppen sichergesiediden.

3.2. Vergleich zwischen Therapie- und Kontrollgruppe

Neben der Auswahl der Kontrollgruppe anhand der nobgenannten
prognostischen Faktoren wurde gepruft, ob die le(@eippen auch in Bezug auf
das Alter und das Gewicht der Tiere sowie der Tuokafisation miteinander

verglichen werden kénnen.

Fir die Parameter Alter und Gewicht wurde zunaohisHilfe des Kolmogorow-
Smirnow-Tests untersucht, ob eine Normalverteilwogliegt. Der T-Test fur

unabhangige Stichproben vergleicht die Mittelwéealer Gruppen miteinander.
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Fur die Prufung, ob die beiden Gruppen hinsichtlickes Parameter
Tumorlokalisation miteinander vergleichbar sind,res der Chi-Quadrat-Test

angewendet.

Fur alle Tests wurde ein p-Wert von <0,05 als stigtth signifikant definiert. Die
Berechnungen erfolgten mit Hilfe einer statististi&oftware der Firma SPSS
(SPSS® Version 18; SPSS Incorporation; Chicago; lllindiSA).

3.3. Auswertung der Nebenwirkungen

Um Nebenwirkungen bei der Erprobung neuer Medikdemeand neuer
Therapieformen von Krebspatienten einheitlich belem zu kdnnen, wurde vom
National Cancer Institut€dNCI) 1982 dieerste common toxicity criterigCTC)-
Tabelle herausgegeben. Seitdem werden vom NCI zweeie Versionen
veroffentlicht. Im Méarz 1999 die Version 2.0 und Dezember die Version 3.0,
die der CTC-Tabelle den neuen Nantammon terminology criteria for adverse
eventg CTCAE) gibt. In dieser Arbeit wird die aktuells#ersion zur Auswertung
verwendet. Beurteilungsparameter, die nicht in dabelle zu finden waren,
wurden selbst definiert. Die CTCAE-Tabelle dient zaa mogliche
Nebenwirkungen zu erfassen und diese einem zuvinieiten Schweregrad
zuzuordnen. Dabei werden die Nebenwirkungen degefmlen Gradstufen
zugeordnet:

Grad 1: Geringfugig vorubergehende Nebenwirkung, glamessene Parameter

liegt aul3erhalb des Referenzbereichs, keine Bethagdirforderlich.

Grad 2: MaRige Nebenwirkung, die durch eine schwadbbrapeutische

Intervention gemildert werden kann.

Grad 3: Schwerwiegende Nebenwirkung, der gemedBarameter liegt deutlich
aulBerhalb des Referenzbereichs. Ein therapeutiséhegreifen und eine

eventuelle stationare Aufnahme sind erforderlich.

Grad 4: Lebensbedrohliche Nebenwirkung, der gemes&arameter liegt weit

aul3erhalb des Referenzbereichs. Eine stationameAnfe ist unumganglich.

Grad 5: Tod des Patienten
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Anhang 5 zeigt die VCOG-CTCAE-Tabelle mit den bésichtigten
Untersuchungparametern und der Zuordnung in Sclynate.

Um beurteilen zu kdnnen, ob die beobachtete Nebkong mit der Therapie in
Verbindung gebracht werden kann, wurden die Schyvade der einzelnen
Nebenwirkungen der Therapiegruppe fur die einzeliage mit denen der
Kontrollgruppe verglichen und mit Hilfe des Mann-iMey-Tests statistisch
ausgewertet. Hierbei wurden jeweils die Untersugsparameter des Tag -14 der
Therapiegruppe mit denen des Tag 0 der Kontrollgeugbeides Tag der
Aufnahmeuntersuchung), sowie die Tage 14 und 48ebdbruppen miteinander

verglichen.

Zusatzlich wurden innerhalb der Therapiegruppeltigersuchungsparameter des
Tag -14 mit denen von den Tagen -7, 0, 14 und 43Hife des Wilcoxon-Tests

miteinander verglichen.

Fur alle Tests wurde ein p-Wert von < 0,05 algsdiath signifikant definiert. Die
statistische Software der Firma SPSS (SPS@rsion 18; SPSS Incorporation;

Chicago lllinois; USA) diente zur Berechnung.

3.4. Auswertung der Effektivitat

Die Uberprufung der Effektivitit der Therapie egol anhand einer
Uberlebenszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche. Altistisches Testverfahren
wird hierfir der Log-Rank-Test verwendet. Die Tidveider Gruppen werden
vom Tag 1 bis zum Tag 36ibst operationenbeobachtet. Das zu untersuchende
Ereignis wird als das Auftreten eines Rezidivsmeft. Die Kaplan-Meier-Kurve
liefert zudem eine bildliche Ubersicht Uber das iRigzerhalten der Tumore

beider Gruppen innerhalb des Untersuchungszeitraums

Es wird ein p-Wert von < 0,05 als statistisch digant definiert. Die Berechnung
und die Anfertigung der Grafik der Kaplan-Meier-ktion erfolgt mit der
statistischen Software der Firma SPSS (SPSS Vefs39 SPSS Incorporation;
Chicago lllinois; USA).
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V.

1.

ERGEBNISSE

Stammdaten der Studientiere

Fur die Phase-lI-Studie wurden 20 Katzen mit einEBmrosarkom

in der

Medizinischen Kleintierklinik der Universitat Mineh vorgestellt. Alle Katzen

erfillten die Aufnahmekriterien und kdnnen somitdam Studie teilnehmen. Das

Alter der Tiere lag zum Aufnahmezeitpunkt zwisclzevei und sechzehn Jahren

mit einem Durchschnittsalter von 10,8 Jahren. Daxchischnittliche Gewicht

betrug 5,2 Kilogramm. Die meisten der Tumoren waernypischen Impfstellen

lokalisiert. Bei 10 Katzen befand sich der Tumaeriacapulér oder caudal des

Interscapularraums, bei 3 Katzen an der linken, G&atzen an der rechten

Brustwand, sowie bei einer Katze an der rechtencBaand. Bei den Tumoren

handelte es sich bei 13 Katzen um Primartumorem,demen 7 als grof3 und 6 als

klein eingestuft wurden. Bei den verbleibenden ZitRetumoren handelte es sich

um 2 groRe und 5 kleine. Der Ubersicht wegen wertlenFolgenden die

Stammdaten der Tiere in einer Tabelle zusammenrgjefas

Tabelle 5: Stammdaten der Therapiegruppe

Patient| Alter | Rasse Geschlecht Tumorstatus | Tumor- Tumor- Rezidivfreie Zeit
und Abmessung | Lokalisation

TumorgréiRe

1 12J| EKH| Wk Primartumor 1,9 x 2,1 X Interscapular > 360 Tage
klein 1,5cm

2 11J| EKH| Mk Rezidiv 3,0 x 2,5 x Brustwand links 42 Tage
grof3 2,0cm

3 12J| EKH| Mk Primartumon 3,0 x 3,3 X caudal der Scapulae 280 Tage
grof3 3,5cm

4 14 J| EKH| Mk Rezidiv 1,0 x 1,3 X caudal der Scapulae 91 Tage
klein 0,7 cm

5 12J| EKH| Wk Priméartumor 2,2 x 2,5 x caudal der Scapulae > 360 Tage
grof3 1,5cm

6 5J | EKH| Mk Primartumor 1,7 x 2,0 X Brustwand links > 360 Tage
klein 1,9cm

7 11J| EKH| Wk Priméartumor 2,8 x 2,7 X Brustwand rechts > 360 Tage
grof3 2,1cm

8 14 J | Lang| Mk Primartumor | 2,4 x 2,8 X Interscapulér > 360 Tage

haar grof3 1,9cm

9 6J | EKH| Mk Rezidiv 3,6 x 2,4 X caudal der Scapulae > 360 Tage
grof3 2,8cm

10 2J | EKH| Wk Priméartumor 1,4 x 1,5 X Bauchwand rechts > 360 Tage
klein 1,5cm

11 13J| EKH| Mk Primartumor 1,8 x 2,0 X Interscapular 350 Tage
klein 2,0 cm
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12 9J | EKH| Mk Rezidiv 1,5 x 1,3 X Brustwand rechts 175 Tage
klein 1,3cm

13 16 J| EKH| Mk Priméartumor 2,6 x 1,8 X Brustwand rechts 182 Tage
grof3 1,5cm

14 14 J| EKH| Wk Primartumor1,1 x 1,2 x Brustwand rechts > 360 Tage
klein 1,0cm

15 12J| EKH| Wk Primartumor 2,5 x 3,7 X Brustwand rechts 266 Tage
grof3 1,6 cm

16 8J | EKH| Wk Rezidiv 1,0 x 1,0 X Interscapular 126 Tage
klein 1,0 cm

17 7J | EKH| Mk Rezidiv 1,7 x 1,3 X Brustwand links 92 Tage
klein 1,7cm

18 12J| EKH| W Primartumor1,9 x 1,9 X Interscapular 184 Tage
klein 1,9cm

19 10J| EKH| Mk Priméartumor 4,0 x 2,8 X Interscapular 42 Tage
grof3 1,7cm

20 15J| EKH| Mk Rezidiv 1,8 x 2,0 X Brustwand rechts 126 Tage
klein 1,6 cm

2. Stammdaten der historischen Kontrollgruppe

Die 20 Katzen der Kontrollgruppe wurden nachtélglanhand der Tumorgrof3e
und anhand des Tumorstatus (Priméartumor oder R@zieér Therapiegruppe aus
einem historischen, studieneigenen Patientenkollekisgewahlt. Somit wurden
jeder Gruppe 7 Tiere mit einem grol3en und 6 Tier¢ emem Kkleinen

Primartumor, sowie jeweils 2 Tiere mit einem grofiedd 5 Tiere mit einem
kleinen Rezidiv zugeordnet. TumorgréRe und Tumtustasind mitunter die
wichtigsten prognostischen Faktoren und wurden bdwaum die

Vergleichbarkeit der beiden Gruppen zu gewéahrlgiste

Tabelle 6: Zuordnung der Kontrollgruppe anhand desTumorstatus.

Therapiegruppe Kontrollgruppe
Grol3er Primartumor 7 7
Kleiner Primartumor 6 6
Grol3er Rezidivtumor 2 2
Kleiner Rezidivtumor 5 5
Grof3: wenn eine Abmessung > 2 cm

Die Katzen der Kontrollgruppe unterlagen den glerchAufnahmekriterien,
wurden vom selben Chirurgen operiert und bei delioweup-Terminen den
gleichen Untersuchungen unterzogen wie die KatzemTdherapiegruppe. Das
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Alter der Katzen der Kontrollgruppe lag zwischenesn und siebzehn Jahren.
Das Durchschnittsalter betrug dabei 10,6 Jahre dDeshschnittliche Gewicht lag
bei 4,8 Kilogramm am Tag der Erstvorstellung. Auebn den Tieren der

Kontrollgruppe wurden die Stammdaten im Folgendemz kusammengefasst:

Tabelle 7: Stammdaten der Kontrollgruppe

Patient| Alter | Rasse| Geschlecht TumorstatusTumor- Tumor- Rezidivfreie Zeit
und Abmessung | Lokalisation

TumorgrofRe

1 7J | EKH | Wk Primartumor | 2,0 x 2,0 X Interscapulér 21 Tage
grof3 4,0cm

2 14J| EKH | Mk Rezidiv 0,5 x 0,5 x Rechte Brustwand 30 Tage
klein 0,5cm

3 17J| EKH | Mk Priméartumor | 1,5 x 1,5 X Brustwand links 60 Tage
klein 1,5cm

4 1J | EKH | Wk Primartumor | 1,7 x 1,5 X Brustwand rechts > 360 Tage
klein 1,0 cm

5 15J| EKH | Mk Rezidiv 2,5 x 2,0 x Brustwand rechts 60 Tage
grof3 2,0cm

6 14 J | PersgrWk Rezidiv 4,0 x 3,0 x Brustwand rechts 90 Tage
grof3 2,0cm

7 6J | EKH | Mk Priméartumor (4,0 x 2,0 X Interscapular > 360 Tage
grof3 2,0cm

8 17J| EKH | Mk Priméartumor | 2,0 cm x 2,0 Brustwand links > 360 Tage
klein x2,0cm

9 12 J| EKH | Mk Primartumor | 0,9 x 1,2 X Interscapuléar > 360 Tage
klein 1,5cm

10 8J | Russ|{Wk Rezidiv 0,8 x 0,8 x Bauchwand 45 Tage

Blau klein 0,8 cm Rechts

11 13J| EKH| Mk Primartumor | 0,8 x 1,0 X Brustwand rechts > 360 Tage
klein 1,5cm

12 5J | EKH | Wk Primartumor | 2,5 x 3,4 X Interscapular 196 Tage
grof3 2,5cm

13 9J | EKH | Mk Primartumor | 0,9 x 1,5 X Interscapuléar 325 Tage
klein 1,5cm

14 9J | EKH | Mk Rezidiv 1,9 x 1,5 X Brustwand links 84 Tage
klein 1,5cm

15 7J | EKH| Wk Primartumor| 2,1 x 0,9 x Interscapular > 360 Tage
grof3 1,0cm

16 10J| EKH| Wk Priméartumor | 4,1 x 4,0 X Brustwand rechts 172 Tage
grof3 2,5cm

17 14 J| EKH| WKk Rezidiv 0,8 x 0,9 x Brustwand links 34 Tage
klein 0,6 cm

18 10J| EKH| Wk Priméartumor| 3,0 x 2,6 X caudal der Scapulag 272 Tage
grof3 2,2cm

19 8 J| EKH| Wk Priméartumor | 2,5 x 2,8 x Bauchwand rechts > 360 Tage
grof3 3,0cm

20 11J| EKH| Wk Rezidiv 1,6 x 1,6 X Bauchwand links 180 Tage
klein 1,0 cm
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3. Deskriptive Statistik

Bei der deskriptiven Statistik wird geprtft, ob éeiden Gruppen hinsichtlich des
Alters, des Gewichtes und der Tumorlokalisationem#nder vergleichbar sind.

Nur wenn die Vergleichbarkeit gewahrleistet istdsiexplorative Statistiken
sinnvoll.

3.1. Alter

Zunachst wurde geprift, ob das Alter der KatzerereMormalverteilung folgt.
Hierfir wurde der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstegerwendet. Die
asymptotische Signifikanz lieferte einen p-Wert @439 und bestétigte somit

die Normalverteilung der beiden Gruppen. Abbildudigzeigt die Grafik der
Normalverteilung.

Mittelwert =10 55
Std -Abw. = 3 847
M= 40

Haufigkeit
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Abbildung 8: Graphik des Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest (Alter)
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Die Vergleichbarkeit der beiden Gruppen in Bezufdas Alter wurde durch den
T-Test bei unabhangigen Stichproben mit einem pt\Waar 0,872 bestétigt.

5—

4=

00°

Haufigkeit

00°'L

] | ||
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Alter

Abbildung 9: Grafik des T-Test bei unabhéangigen Stthproben (Alter)
Kontrollgruppe =0
Therapiegruppe =1

3.2. Gewicht
Der Kolmogorov-Smirnov-Test erbrachte einen p-Wash 0,875 und zeigte
somit, dass die beiden Gruppen im Parameter Geveictd Normalverteilung

aufwiesen.
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Abbildung 10: Grafik des Kolmogorov-Smirnov-Anpassingstest (Gewicht)

Der T-Test bei unabhangigen Stichproben ergab em®&ert von 0,296 und
zeigte somit, dass die beiden Gruppen im Param@®wricht miteinander

vergleichbar sind.
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Abbildung 11: Grafik des T-Test bei unabhangigen Sthproben (Gewich)
Kontrollgruppe =0
Therapiegruppe =1

3.3 Tumorlokalisation

In der folgenden Ubersichtstabelle wird gezeigt, di® einzelnen Tumoren der

Katzen lokalisiert waren:

Tabelle 10: Ubersicht der Tumorlokalisation bei Theapie- und

Kontrollgruppe

Therapiegruppe Kontrollgruppe
Interscapular 10 7
Brustwand rechts 6 7
Brustwand links 3 4
Bauchwand rechts 1 1
Bauchwand links 0 1
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Der Chi-Quadrat-Test ergibt einen p-Wert von 0,13i2s belegt, dass die beiden
Gruppen auch hinsichtlich der Tumorlokalisationgéeichbar sind.

4. Explorative Statistik

In der explorativen Statistik sollen die Effektatit sowie die Toxizitat und
maogliche Nebenwirkungen der adjuvanten Gentherapiersucht werden. Sie
dient dazu, Hypothesen zu bestatigen oder zu widen, wie auch neue

Erkenntnisse zu gewinnen.

4.1. Toxizitat und Nebenwirkungen

Die Tabelle 11 bietet eine Ubersicht dariiber, waich Schweregrad die
unterschiedlichen Nebenwirkungen der Therapiegruppeler VOG-CTCAE-
Tabelle an den Tagen -14, -7, 0, 14 und 45 zugeordmerden konnten. Die
Zahlen geben die Haufigkeit an, mit welcher ein ddsitichungsparameter zu

einem bestimmten Grad verandert auftritt.

Tabelle 11: Beobachtungen innerhalb der Therapiegmpe

d -14 (n= 20) d -7 (n= 20) d 0 (n=20)
Grad Grad Grad
1 2 3 4 1 2 3 |4 2 3 il

Nebenwirkung

Erythrozyten
Hamoglobin
Hamatokrit 2
Leukozytopenie 3 2 2 1 3 1
Leukozytose 1 1
Lymphozytopenie 3
Lymphozytose 1
Eosinophilie 6 5 5
1
2

Basophilie

Monozytose
Stabkernige 1 1
Neutrophilie
Segmentkernige 1
Neutrozytose
Thrombozytopenie 2
Thrombozytose 1 1
Albumin
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Lethargie 1 1
Vomitus 2 1 1
Infizierte

Wundheilungsstérungen

Nicht infizierte
Wundheilungsstérunge

n

Die nachste

Ubersichtstabelle

stellt

die

entspredbe veranderten

Untersuchungsparameter der Kontrollgruppe dar.Adiewvertung erfolgte an den
Tagen 0, 14 und 45, da dieser Gruppe die Vorlaitfsom zwei Wochemrae
operationem fehlt. Aufgrund eines anderen Untersuchungsprdlokm der

Vergangenheit konnten die Daten von fiunf TierenTag 45 nicht erhoben

werden.

Tabelle 12: Beobachtungen innerhalb der Kontrollgryppe

d 0 (n=20)

d 14 (n= 20)

d 45 (n = 15)

Nebenwirkung

Grad

Grad

Grad

1 2 3

Erythrozyten

Hamoglobin

Hamatokrit

Leukozytopenie

Leukozytose

Lymphozytopenie

Lymphozytose

Eosinophilie

Basophilie

Monozytose

Stabkernige
Neutrophilie

Segmentkernige
Neutrozytose

Thrombozytopenie

Thrombozytose

Albumin

AST

Bilirubin

Kreatinin

Glukose

Allergische Reaktioner

Anorexie

Diarrhoe

Dyspnoe

Fieber
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Gewichtsverlust 3 1
Konstipation 1

Lethargie 1 2

Vomitus

Infizierte 3 2
Wundheilungsstérungen

Nicht infizierte 2 1
Wundheilungsstérungen

4.1.1. Blutbildveranderungen
Zur Auswertung der Blutbildveranderungen wurden @awlas weil3e, wie auch

das rote Blutbild untersucht.

4.1.1.1. Hamoglobinabfall

Eine Katze der Therapiegruppe zeigte an Tag 14 mwei Katzen der

Kontrollgruppe zeigen an Tag 14 und Tag 45 einemstfiobinabfall des Grad 1.
Die Tabelle 13 zeigt, dass weder innerhalb der @eupmpch im Gruppenvergleich

der entsprechenden Tage ein signifikanter Unteesichul finden ist.

Tabelle 13: Hamoglobinabfall

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,000
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,000
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,000
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,9892
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,9442

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.2. Hamatokritabfall

In der Therapiegruppe konnte beim Vergleich der eTadg4 und 14 ein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Hamatialhfalls festgestellt werden.
Beim Vergleich der beiden Gruppen untereinandett kiker p-Wert an Tag 14 bei
0,0601, also knapp oberhalb der statistischen fiigni.
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Tabelle 14: Hamatokritabfall

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,000
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,034
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,7972
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,0601
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,9303

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.3. Leukozytopenie
Weder im Vergleich der beiden Gruppen miteinandech im Vergleich der

einzelnen Tage innerhalb der Therapiegruppe koeint statistische Signifikanz

in Bezug auf eine Leukozytopenie ermittelt werden.

Tabelle 15: Leukozytopenie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,083
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,480
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,257
d-14(T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,1595
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4171
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,6119

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.4. Leukozytose
Zwei Katzen der Therapiegruppe wiesen an Tag 14 lkesukozytose des Grades

3, zwei weitere eine Leukozytose des Grades 1 audhrend

in der

Kontrollgruppe nur bei einer Katze eine Leukozytdes Grades 1 festzustellen

war. Wie in Tabelle 16 zu sehen ist, ist konnte ndeh keine statistische

Signifikanz aufgezeigt werden.
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Tabelle 16: Leukozytose

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,063
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,7972
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4094
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.5. Lymphozytopenie
Sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der Tipgegruppe lie3en sich an allen

Untersuchungstagen Lymphozytopenien bis hin zund Grieststellen. Weder im

Vergleich der Gruppen untereinander, noch im Vecbleler einzelnen Tage der

Therapiegruppe konnte jedoch eine statistischeif$ignz ermittelt werden.

Tabelle 17: Lymphozytopenie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,855
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,222
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,726
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,8498
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,9569
d 45(T) im Vergleich zu_d 45 (K) 0,3913

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.6. Lymphozytose
Weder im Vergleich der Gruppen miteinander, nochMengleich der einzelnen
Tage der Therapiegruppe kann beim Parameter Lynypbge eine statistische

Signifikanz verzeichnet werden.
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Tabelle 18: Lymphozytose

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,564
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,7972
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4094
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.7. Eosinophilie

Die Erhéhung der eosinophilen Granulozyten der &atin der Therapiegruppe
war meist dem Grad 1 zuzuordnen und es liel3 siotekstatistische Signifikanz
zwischen den beiden Gruppen, sowie im Vergleich elezelnen Tage der

Therapiegruppe errechnen.

Tabelle 19: Eosinophilie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,655
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,655
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,564
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,180
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,2853
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,9784
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,137

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.8. Basophilie

Im Therapieverlauf konnte bei der Therapiegruppi@ Keastieg der basophilen
Granulozyten beobachtet werden. Wie in Tabellergizlatlich, konnte auch beim
Vergleich der beiden Gruppen keine statistischenifkgnz hinsichtlich der

Basophilen nachgewiesen werden.
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Tabelle 20: Basophilie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,180
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,785
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,414
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,414
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,8077
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,9892
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,9303

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.9. Monozytose
In Tabelle 21 ist zu erkennen, dass keine statigisSignifikanz beim Vergleich
der beiden Gruppen miteinander und beim Vergleiehainzelnen Tage in der

Therapiegruppe in der Anzahl der Monozyten vorlag.

Tabelle 21: Monozytose

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,564
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,7769
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,5979
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,495

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.10. Stabkernige Neutrophilie

Bereits an den Tagen -14 und -7 konnten bei jeweilser Katze der

Therapiegruppe eine Erhdhung der stabkernigen dighiten dem Schweregrad 1
zugeordnet werden. Drei Katzen der Therapiegrup@esem zudem an Tag 14
eine stabkernige Neutrophilie vom Grad 1 auf. Wetleischen den Tagen der
Therapiegruppe, noch zwischen den Tagen von Theerapd Kontrollgruppe war

ein statistisch signifikanter Unterschied zu berech
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Tabelle 22: Stabkernige Neutrophilie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,9892
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4249
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.1.11. Segmentkernige Neutropenie

Eine Katze der Kontrollgruppe zeigte an Tag O inutBld eine verminderte

Anzahl der segmentkernigen Neutrophilen, die demmw@cegrad 4 zuzuordnen
ist. Am selben Tag konnte in der Kontrollgruppe bekei weiteren Katzen eine
segmentkernige Neutropenie Grad 1 nachgewieserewgird der Therapiegruppe
hingegen nur bei einer. An Tag 14 zeigten zwei &ateine segmentkernige
Neutropenie Grad 2, sowie vier weitere Katzen segmentkernige Neutropenie
Grad 1, wahrend in der Therapiegruppe nur bei d€atzen eine milde

segmentkernige Neutropenie vom Grad 1 ermittelt deser konnte. Beim

Vergleich der Gruppen miteinander konnte rechnbkrideine statistische

Signifikanz festgestellt werden.

Tabelle 23: Segmentkernige Neutropenie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,5885
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,3793
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,6366

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
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4.1.1.12. Thrombozytenveranderungen

Die Tabellen 24 und 25 lassen erkennen, dass k&gestische Signifikanz
hinsichtlich der Thrombozytenzahlen berechnet werkiennte. So wiesen zwei
Katzen der Therapiegruppe an Tag -14 eine Throntbpepie auf, die dem
Schweregrad 1 zuzuordnen war. An Tag -7 und O leohet jeweils einer Katze
der Therapiegruppe eine Thrombozytose Grad 1 elinierden, an Tag 14 bei

zwei Katzen.

Tabelle 24: Thrombozytopenie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 14 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,5979
d 14 (T) im Vergleichzu d 14 (K) 1,0
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0
d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
Tabelle 25: Thrombozytose
Thrombozytose p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,7972
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,7396

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.2. Veranderungen im Serumprofil

4.1.2.1. Erhohung der Serum-Aspartat-Amino-Transferase-Aktivitat

Keine der Therapiekatzen zeigte eine Erhdhung dpafat-Amino-Transferase-
Aktivitat. Eine Katze der Kontrolltiergruppe zeigh@ Tag 14 eine Erh6hung der
Aspartat-Amino-Transferase-Aktivitdt, die dem Grdd zugeordnet werden

konnte. Es liegt keine statistische Signifikanz.vor
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Tabelle 26: Erh6hung der Serum-Aspartat-Amino-Tranderase-Aktivitat

p- Wert

d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0

d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,7972
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.2.2. Erhoéhung der Kreatininkonzentration

Funf der 20 Therapietiere wiesen bei Erstvorstgllan Tag -14 eine Erh6hung
der Kreatininkonzentration auf. Diese war in alleadllen dem Schweregrad 1
zuzuordnen. Der Vergleich mit dem Tag 45 innerhdlr Therapiegruppe
erbrachte eine statistische Signifikanz mit eineiWert von 0,046. An Tag 45
konnte nur bei einer Katze eine Kreatininkonzemrserhéhung dem
Schweregrad 1 zugeordnet werden. Es konnte jedoeime k statistische
Signifikanz beim Vergleich der Therapiegruppe angTal4 mit der

Kontrollgruppe an Tag O beobachtet werden. Auch ré&tlichen Vergleiche

erbrachten rechnerisch keine statistische Sigmfika

Tabelle 27: Erh6hung der Kreatininkonzentration

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,046
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,1806
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4249
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,9303

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
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4.1.2.3. Erhohung der Bilirubinkonzentration

Eine Grad-1-Bilirubinamie konnte in der Therapigpe bei zwei Tieren an Tag
-7 und bei einem Tier jeweils an Tag 14 und 45gestellt werden. In der
Kontrollgruppe zeigte nur eine Katze eine Bilirudmimie des Schweregrades 2 an
Tag 14post operationenauf. Trotzdem liel3 sich rechnerisch beim Verglaien
Gruppen miteinander, sowie beim Vergleich der Untehungstage der

Therapiegruppe keine statistische Signifikanz eeimt

Tabelle 28: Erh6hung der Bilirubinkonzentration

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 1,0
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,8201

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.2.4. Erhohung der Blutglukosekonzentration

Sowohl in der Therapie-, als auch in der Kontralfipe waren zu allen

Untersuchungszeitpunkten milde Erhéhungen der Riktgekonzentrationen zu
verzeichnen. Die meisten waren dem Schweregradudozdnen. Beim Vergleich

der beiden Gruppen, sowie der einzelnen Untersystage der Therapiegruppe
miteinander konnte in Bezug auf die Blutglukoselantration kein statistischer

signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Tabelle 29: Erh6hung der Blutglukosekonzentration

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,414
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,257
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,180
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,9353
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d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,7972
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,8065
d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3. Anamnestische und Klinisch fassbare Nebenwirkungen

4.1.3.1. Allergische Reaktionen
An Tag -7 erleideten 2 der Therapiekatzen einergaiene Reaktion, die dem

Grad 1 zugeordnet wurde.

Tabelle 30: Allergische Reaktionen

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,157
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleichzu d 14 (K) 1,0
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.2. Anorexie

An Tag 14 zeigten 4 Katzen der Therapiegruppe Am@exie des Grades 1. Im
Vergleich zu Tag -14, an dem keine der Katzen eiarektisches Verhalten
aufwiesen, ist hier mit einem p-Wert von 0,046 signifikanter Unterschied zu

verzeichnen. Beim Vergleich des Tags 14 mit dem Kiamtrollgruppe, konnte

jedoch keine statistische Signifikanz hinsichtlidas anorektischen Verhaltens

abgelesen werden.

Tabelle 31: Anorexie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,083
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,046
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
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d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4397
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,743

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.3. Diarrhoe

Keine der Katzen in der Therapiegruppe zeigte imtektdnchungszeitraum ein
Anzeichen auf Diarrhoe. Allerdings konnte bei demkollgruppe an den Tagen
14 und 45 jeweils Diarrhoe im Schweregrad 1 nachegam werden. Es lag

jedoch keine statistische Signifikanz vor.

Tabelle 32: Diarrhoe

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,7895
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,743

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.4. Dyspnoe

In der Therapiegruppe wies eine Katze bei Erstettstg an Tag -14 Dyspnoe
auf, die dem Schweregrad 1 zugewiesen werden konMeder bei der
Therapiegruppe noch bei der Kontrollgruppe konnteinem weiteren Zeitpunkt
ein Anzeichen fir Dyspnoe festgestellt werden. Bg keine statistische
Signifikanz bei dem Vergleich mit der Therapiegrepgu den anderen
Untersuchungsdaten und auch keine bei dem VerghictKontrollgruppe am

Tag 0O vor.

Tabelle 33: Dyspnoe

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
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d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d -14 (T) _im Vergleich zu_d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,8004
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 1,0

d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 1,0

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.5. Fieber

An Tag -14 wiesen vier Katzen der Therapiegruppe ne ei
Korpertemperaturerhéhung Grad 1 auf. An Tag -7 bearkeiner der Katzen eine
Temperaturerhbhung zu messen. Im Vergleich konintstatistisch signifikanter
Unterschied mit einem p-Wert von 0,046 festgesteditden. Vergleicht man die
Therapie- mit der Kontrollgruppe bei Erstvorstetjutbestand kein signifikanter

Unterschied hinsichtlich einer Kérpertemperaturéudiy.

Tabelle 34: Fieber

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,046
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,655
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d -14 (T) _im Vergleich zu_d 45 (T) 0,180
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 0,292
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,8112
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,8128

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.6. Gewichtsverlust

An Tag 14 zeigten zwei Tiere der TherapiegruppereiGewichtsverlust vom
Schweregrad 1, vier weitere einen Gewichtsverlustn vSchweregrad 2.
Rechnerisch konnte ein statistisch signifikantetedsthied beim Vergleich mit
Tag -14, dem Aufnahmetag der Therapiekatzen ediniterden. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe lag, wie in Tabelle 35 zu sehist, kein statistisch

signifikanter Unterschied vor.
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Tabelle 35: Gewichtsverlust

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,023
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,5091
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,743

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.7. Konstipation

Lediglich eine Katze der Therapiegruppe zeigte amg T-7 eine milde
Konstipation, die dem Grad 1 zugeordnet wurde. kengléich der einzelnen Tage
der Therapiegruppe miteinander, wie auch im Grupeegteich kam keine

statistische Signifikanz zustande.

Tabelle 36: Konstipation

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 1,0
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,743

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.8. Lethargie

Am Tag -7 zeigten sechs Katzen der Therapiegruppelesthargie vom Grad 1;
am Tag O zeigten nur drei Katzen eine Lethargieselben Grades. Vergleicht
man den Tag -14 mit dem Tag 7, lasst sich rechoterisin signifikanter

Unterschied mit einem p-Wert von 0,014 ermittela & fur die Kontrollgruppe
im Studienprotokoll keinen Tag -7 vor der Tumoreysttion gibt, konnte auch

kein Vergleich mit der Kontrollgruppe angestelltrden.
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Tabelle 37: Lethargie

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 0,014
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 0,083
d-14 (T) im Vergleichzu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 1,0
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,6753

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.9. Vomitus

Zwei Katzen der Therapiegruppe zeigten an Tag l#ius des Grades 1, eine
weitere Katze des Grades 2. Trotzdem konnte wedé&fargleich mit Tag -14 der
Therapiegruppe, noch im Gruppenvergleich eine sstethe Signifikanz in

diesem Parameter ermittelt werden.

Tabelle 38: Vomitus

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,4314
d 45(T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,8128

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.10. Nicht-infizierte Wundheilungsstérungen
Wie in Tabelle 39 zu sehen ist, konnte rechnerigh signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen und innerhalb der apiegruppe ermittelt

werden.
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Tabelle 39: Nicht-infizierte Wundheilungsstérungen

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleich zu d 45 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,6032
d 45 (T) im Vergleich zu d 45 (K) 0,5004

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe

4.1.3.11. Infizierte Wundheilungsstdrungen
Weder im Vergleich der einzelnen Tage der Therapgue,

im

Gruppenvergleich, konnte eine statistische Sigarfihinsichtlich des Entstehens

von infizierten Wundheilungsstérungen errechnetdeer

Tabelle 40: Infizierte Wundheilungsstérungen

p- Wert
d-14 (T) im Vergleichzu d -7 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (T) 1,0
d-14 (T) im Vergleich zu d 14 (T) 0,317
d-14 (T) im Vergleichzu d 45 (T) 1.0
d-14 (T) im Vergleichzu d 0 (K) 1,0
d 14 (T) im Vergleich zu d 14 (K) 0,8004
d 45(T) im Vergleichzu d 45 (K) 0,743

d: Tag; T: Therapiegruppe; K: Kontrollgruppe
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4.2. Effektivitat

4.2.1.  Ubersicht der Therapiegruppe

In der Therapiegruppe wurde innerhalb des Untersug$reitraumes von einem
Jahr bei 9 Katzen ein Rezidiv festgestellt. Dretaéa mussten in der Statisik
zensiert werden, da sie an den Folgen einer nightd@m Tumor in Verbindung

stehenden Erkrankung verstarben. Das entsprickt &gzidivrate von 45%. Da
im Beobachtungszeitraum nur 9 Katzen ein Rezidkabeen, konnte die mediane
rezidivfreie Zeit nicht ermittelt werden. Die mdtk rezidivfreie Zeit liegt bei 257

Tagen.

4.2.2.  Ubersicht der Kontrollgruppe

Die Rezidivrate der Kontrollgruppe liegt bei 65%s Kkonnte bei 13 der
Kontrolltiere bis zum Tag 360 ein Lokalrezidiv ngelwiesen werden. Dabei liegt
die mediane rezidivfreie Zeit bei 180 Tagen, miéleezidivfreie Zeit bei 204

Tagen.

4.2.3. ,Uberlebenszeitanalyse” der rezidivfreien Zeit
Abbildung 41 zeigt die Kaplan-Meier-Funktionen flie Therapiegruppe in grin
und die der Kontrollgruppe in blau. Der Log-RangsfTeur Uberlebenszeitanalyse

der rezidivfreien Zeit erbrachte einen p-Wert vo200.
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Funktionen der rezidivfr eien Zeit fur die

Therapiegruppe (grun) und die Kontrollgruppe (blau).
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Die nachfolgende Tabelle liefert eine UbersichBazug auf die Rezidivraten, die

mediane und die mittlere rezidivfreie Zeit beideuen.

Tabelle 41: Mediane rezidivfreie Zeit, mittlere rezdivfreie Zeit und

Rezidivraten der Therapie- und der Kontrollgruppe

Therapiegruppe Kontrollgruppe
Mediane rezidivfreie Zeit| - 180 Tage
Mittlere rezidivfreie Zeit | 257 Tage 204 Tage

Rezidivrate bis Tag 360 | 45% 65%
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V. DISKUSSION

1. Das Fibrosarkom als Tumormodell

Dem felinen Fibrosarkom wird aus verschiedenen @ednals Tumormodell
besondere Aufmerksamkeit geschenkt und es istemiitile steter Bestandteil in
onkologischen Forschungsprojekten. Vor allem duselin lokal aggressives
Verhalten, den hohen Rezidivraten sowie der feldandiberzeugenden
Therapiemdoglichkeiten gerat das Fibrosarkom immieder in den Brennpunkt.
Zudem werden sowohl Tierarzte als auch Tierbesitagrdem vermeintlichen
Zusammenhang zwischen Impfungen und Injektionendend-ibrosarkomgenese
konfrontiert, was diesen Tumor zu einem Interessefiikt in der Tiermedizin
macht, da Tierbesitzer im Falle von iatrogen vexcnten Krankheiten sehr
sensibilisiert sind. Trotz intensiver Forschungsirbei der Erprobung adjuvanter
Therapiemdoglichkeiten konnten bisher nur kleineokgd erzielt werden, sodass
auch weiterhin nach alternativen Behandlungsmokgitan in der Therapie des
Fibrosarkoms gesucht wird.

Nicht nur wegen Ahnlichkeiten im biologischen Vdtha, der Invasivitat, dem
Rezidivierungs- und Metastasierungsverhalten hum&udt Tissue Sarkomas
(VAIL und MACEWEN, 2000), sondern auch wegen derrgleichbarkeit
hinsichtlich der GréRe und Zellkinetik beim Einsatadjuvanter
Therapiemdglichkeiten wie Radio- oder Chemothergjltedas Fibrosarkom als
geeignetes Vergleichsobjekt. Dartber hinaus wirdvosd bei diversen
Tumorerkrankungen in der Humanmedizin als auch d&bmosarkom der Katze
eine chronische Entziindung als atiologische Kompien&ir die Tumorgenese in
Betracht gezogen. So kann zum Beispiel die Entsghuvon
Bronchialkarzinomen bei einer chronischen Raucloertitis, das Auftreten von
Kolorektalkarzinomen bei dem Krankheitshild des Mg Crohn sowie die
Entwicklung eines Speiseréhrentumors bei einerratboben Refluxdsophagitis in
Verbindung gebracht werden (HORZINEK, 2001).
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2. Nonviraler Gentransfer

In der vorliegenden Studie wurde auf den Einsatm wonviralen Vektoren
zurtckgegriffen, da sie im Vergleich zu viralenki@en, die immer potentielle
Pathogene darstellen, mehr Vorteile hinsichtlichr ddandhabung und der
Sicherheit bieten. Das Risiko des Virus durch Matabder Rekombination die
Replikationsfahigkeit zurtick zu erlangen, zwingtnd&esetzgeber, strenge
Auflagen im Umgang mit viralen Vektoren zu erheb&omit verhindern zum
einen die hohen Sicherheitsanforderungen und digtdeerbundenen Kosten fir
Produktion und Anwendung den routineméligen Eingatzler tierarztlichen
Praxis (NIIDOME und HUANG, 2002). Zum anderen kamdurch die mdgliche
Bildung von neutralisierenden Antikdrpern bei widddter Applikation zu
TherapieeffekteinbuBen kommen (MULLER-HEIDELBERQ®)03). Auch das
vermehrte Auftreten von Nebenwirkungen im Therapiauf stellt einen
weiteren Hinderungsgrund dar, weshalb in diesedi8tein nonviraler Vektor flr
den Gentransfer gewahlt wurde. So konnte in dedi&tuon WIELAND beim
Einsatz eines adenoviralen Gentransfers bei UberHdéfte der behandelten
Katzen einer Korpertemperaturerhbhung festgestelitien, bei einigen weiteren
Katzen konnte zudem eine Erh6hung der Aspartatanainsferase-Aktivitat im
Serum nachgewiesen werden (WIELAND, 2002). Der &insnonviraler
Vektoren stellt sich somit als die sicherere, kagtmstigere und mit weniger

Nebenwirkungen verbundene Methode des Gentrargders

3. Speziesspezifische Zytokine

In der vorliegenden Studie kodieren die Plasmidesfiezieseigene Zytokine. Die
drei Zytokine weisen eine unterschiedliche Spepiesfitat auf. Fur das fellL-2
ist die Speziesspezifitat nicht hochgradig ausggprd/ergleicht man die
Aminosaurensequenz mit der des hu Il-2 ergibt sink Homologie von 81%. An
zweiter Stelle reiht sich das feGM-CSF an, bei dBenAminosauresequenz mit
dem des huGM-CSF nur mit 69% Uubereinstimmen. Sshing bildet das
felFN-y, das eine 63-prozentige Homologie zum hulFNaufweist. Bei

Anwendung humaner Zytokine bei einer Fremdspeziesussm mit
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WirkungseinbulRen gerechnet werden, denn je hdoher Seziesspezifitat
ausgepragt ist, desto niedriger ist die Wahrsciohikéit der Erkennung des
zugehorigen Rezeptors und somit auch die Wirkumgssitat. So konnte 1995 in
der Studie von COZZI und Mitarbeitern eine Stimiaatfeliner Lymphozyten
durch hull-2 nachgewiesen werden, was die Existemer Kreuzreaktivtéat
bestatigt (COZZI et al.,, 1995). Im Allgemeinen wikgeschrieben, dass bei
Zytokinen erst ab einer Homologie von mindesterf% @ne Kreuzreaktivitat zu
erwarten ist. Ein weiterer wichtiger Grund fur déermeintlich geringere
Wirksamkeit liegt der Tatsache zugrunde, dass pazissfremdes Zytokin vom
Immunsystem als Fremdprotein erkannt und daraufhmit einer

Antikorperbildung beantwortet wird. Dadurch kann eght nur zu einer
verminderten Zytokin-Rezeptor-Interaktion, sondeenwiederholter Anwendung
auch zu mdglichen gesundheitsbeintrachtigenden mneaktionen kommen,

ausgelost durch zirkulierende Antikorper.

4. Der gleichzeitige Einsatz der drei felinen Zytokingne

Im Rahmen der Immuntherapie in der Onkologie werdahlreiche Zytokine
sowohl im Tiermodell als auch in Klinischen Studi@nfolgversprechend
eingesetzt. Hierbei werden unter anderem auch dmbfhation von 1I-2 und
IFN-y sowie GM-CSF und IFN- im Mausmodell an unterschiedlichen
Tumormodellen erprobt (KIRCHEIS et al., 1998, ROSEML et al., 1994).
Nach dem heutigen Wissensstand ergénzen sich diegdwahlten Zytokine
optimal in ihren immunstimmulatorischen Effekte2 Iwirkt primar auf das
spezifische, GM-CSF auf das unspezifische Immuesystwahrend  IFN-
sowohl das spezifische als auch das unspezifisoneuhsystem aktiviert. Durch
die Kombination verschiedener Zytokine soll durcie dhierbei auftretenden
additiven und synergistischen Effekte die Inter@ktzwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem optimiert und somit einesdres antitumorale
Wirkung erreicht werden. Die Studien belegen ber dgtokinkombination
potenzierte Effekte in der Immunstimulation, so dd&&im Einsatz von einer
verbesserten Effektivitdt ausgegangen werden kahel ist es, durch die

Zytokinwirkung zum einen Tumorzellen zu demaskieramdem einem der
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wichtigstentumor-escapdiechanismen entgegengewirkt wird und sie somit dem
Immunsystem zugénglich zu machen. Zum anderen wealech vermehrt
Effektorzellen des Immunsystems in den Tumor urgsele Umgebung gelockt.
Durch die Aktivierung von B- und T-Zellen, die sidu Gedéachtniszellen des
Immunsystems entwickeln kdnnen, soll es im Idelaifat Wiedererkennung von
Tumorzellen und damit zur Verhinderung von Metastasind Lokalrezidiven

kommen.

5. Festlegung der Dosis

Die Dosis von 450 pug pro Plasmid, wie sie in deadehl-Studie von JAHNKE
angewendet wurde, wurde auf 750 pg feGM-CSF, 450elFgN-y und 150 pg
fell-2 modifiziert. Der Hintergrund dieser Intervem liegt zum einen an der
Uberraschend hohen Frihrezidivrate, der mit derhbldlosis von 450 pg pro
Plasmid therapierten Tiere, zum anderen an verdehen Studienergebnissen,
die belegen, dass nicht zwingend von einer verbiesseEffektivitat bei
Dosissteigerung auszugehen ist. So ist zum BeispielrehuGM-CSF bekannt,
dass bei Uberschreitung eines systemischen Scimmaites eher mit
immunsupprimierenden statt mit immunstimulierendé&ffekten gerechnet
werden muss (ARAI et al., 2000, SERAFINI et al.02D Fur 1I-2 ist eine Dosis-
Wirkungs-Kurve beschrieben, die einer Gaul3schen ckelikurve gleicht
(SCHMIDT et al, 1995, KIRCHEIS et al.,, 1998, KAPNAet al., 1992). Bei
Uberschreitung einer gewissen Dosis nimmt demnaah gggwiinschte Effekt
wieder ab, so dass die Dosierung hier maf3geblichdéin Therapieerfolg zu
betrachten ist. Die Hintergriinde dieses sogenangiearshoot phenomenon®
sind bis heute nicht vollstandig geklart. Ein Erliidgsansatz besagt, dass ein
Uberschuss an II-2 das T-Zell-Priming sowie dievi&nderung der Antigen-
prasentierenden Zellen in die Lymphknoten negageiiflusst (SCHMIDT et al.,
1995). Eine andere Hypothese geht davon aus, dask du hohe Dosen an II-2
die Apoptose bei T-Lymphozyten eingeleitet wird,raudhin die Immunantwort
ausgeschaltet wird (ABBAS et al., 2000). Wie berativor erwéhnt, lasst sich
zudem in der Patientengruppe der Phase-I-Studiedein die héchste Dosis

appliziert wurde, eine Tendenz zu Fruhrezidiveneerien. Obwohl die kleine
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Gruppengro3e der Vorlauferstudie nur eine geringssAgekraft hat, wurde aus

den aufgeftihrten Griinden heraus entschieden, dies 2o modifizieren.

6. Magnetofektion

Die mangelnde Effektivitat und Zielgerichtethendgientscheidende Nachteile des
nonviralen Gentransfers (NIIDOME und HUANG, 2002Jm diesem
Schwachpunkt entgegenzuwirken, wurden verschielftboden entwickelt, die
zum einen die Transfektionsrate steigern, zum a&mdedie zielgerichtete
Applikation der Plasmide gewahrleisten sollen. Neddem Einsatz deggene gun
und der Elektroporation wird hier besonders demfafeen der Magnetofektion
ein grolRer Stellenwert zugesprochen (SOMIARI, 2@I0ANEED, 2004). Wie
in-vivo- sowie in-vitro-Studien belegen, kann gegentber einfachen
Plasmidinjektionen durch den Einsatz der Magnetadakdie Transkriptionsrate
um ein Vielfaches gesteigert werden (SCHERER et28i02). Nicht nur wegen
der unkomplizierten Anwendbarkeit, auch aufgrund gigen Vertraglichkeit der
injizierten Magnetofektine bietet die Magnetofektientscheidende Vorteile fir
den praktischen Einsatz. So konnten weder in dedi&tvon JAHNKE und
Mitarbeitern noch in der Studie von HUTTINGER und itdfbeitern
Nebenwirkungen beobachtet werden, die in Zusamnmgnhanit der
Magnetofektion stehen. Ahnlich gute Vertraglichkdiestatigen Studien an
Labortieren (SCHERER et al., 2002, ALEXIOU et @007, PETRI-FINK und
HOFMANN, 2007, JAIN et al., 2008). Lediglich in enStudie von WALSCH
und Mitarbeitern, in der Eisenoxidpartikel an falGM-CSF kodierende Plasmide
intratumoral bei Katzen appliziert wurde, konnte bmer von 34 behandelten
Katzen eine anaphylaktoide Reaktion in Form von lIskaoung und Salivation
festgestellt werden. Zwar war hier kein medizinetEinschreiten von Noten,
doch verdeutlicht dieser Zwischenfall klar die Wigkeit medizinischer
Uberwachung. Der groRe Vorzug der Magnetofektionl wlamit auch die
Perspektive zur Anwendung unter Praxisbedingungsteht im Vergleich zu den
anderen erwdhnten Verfahren eindeutig in der en@iadurchfihrbarkeit. Aul3er
einem starken Magneten sind keine weiteren Appagaterforderlich. Dartber

hinaus ist weder eine Sedation noch eine Narkos@®d#genten notwendig.
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7. Nachweis der Genexpression

In der Vorgangerstudie von JAHNKE wurden mit Hikkenes Enzym-linked-
immunosorbent Assay (ELISA) Test-Kits die Zytokimzentrationen fur felFN-
vy und feGM-CSF im Plasma der Katzen zu verschied@mapunkten ermittelt.
Erstaunlicherweise unterlag die Konzentration di&sg¢okine bereits am Tag der
Erstvorstellung, also vor der ersten neoadjuvaBenandiung einer erheblichen
Spannweite, so dass es nur schwer mdoglich ist, sigh eine katzen-
physiologische Zytokinkonzentration im Plasma felggen. Funf Katzen, deren
Zytokinkonzentration sich bei Erstvorstellung fuelEN-y und feGM-CSF
unterhalb der Nachweisgrenze befand, entwickeltanhnder intratumoralen
Gentherapie messbare Zytokinkonzentrationen imnidla®a drei dieser Katzen
die hochste Dosisstufe von 450 pug pro Plasmid kehiekann durchaus von
einem therapiebedingten Anstieg der systemischertokifkonzentration
ausgegangen werden. Da eine erfolgreiche Immunktion jedoch keine
Erh6hung der systemischen Zytokinkonzentrationrdeid und auch eine lokal
beschréankte Expression der Zytokingene ausreiclas ¢#nmmunsystem zu
stimulieren, wurde in dieser Studie auf den Zytakichweis im Plasma
verzichtet. Auch von dem Nachweis der zu erwartenderhdhten
Zytokinkonzentration in den Tumorproben wurde alkyes. Der Grund hierfir
liegt zum einen an der geringen Sensivitat der BET®st-Kits fur GM-CSF und
IFN-y, die die Detektion der Zytokine 14 und 7 Tage ndeh letzten Injektion
nahezu unmdglich macht. Ein Tumorbioptat zwei Ives @age nach der Injektion
konnte zwar den Nachweis der Transfektion erbripngsinfir diese Phase-II-
Studie, die ihren Schwerpunkt auf die Ermittlungr déebenwirkungen im
Therapieverlauf legt, jedoch ungeeignet, da diesSturen, die bei einer solchen
Bioptatentnahme auf die Katzen wirken, die Ergetmisler Auswertung der
Nebenwirkungen mitunter stark verfalschen konnt&mm anderen kommt
erschwerend hinzu, dass die durch die Gentheraqpengerten Zytokine nicht
von den physiologisch gebildeten zu unterscheided, gla die Gensequenzen
nicht an ein Markerprotein gekoppelt sind. Mit d&iablierung eines sicheren

Markerproteins oder der Ermittlung extrem gro3etoKynkonzentrationen in den
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Tumorproben kdnnte somit ein Transfektionsnachweisacht werden.

8. Nebenwirkungen

Die einzigen vermutlich mit der Therapie in Zusamimng stehenden
Nebenwirkungen der vorausgegangenen Phase-I-Studie JAHNKE und
Mitarbeitern waren Anorexie und Vomitus. Diese beun bei einer Katze nach
Applikation der héchsten Dosisstufe, dauerten diegge lang an und wurden als
wahrscheinlich mit der Therapie in Zusammenhanigesté (Korrelationsgrad VI)
beurteilt (JAHNKE et al.,, 2008). Da eine Tendenz Auwsbildung von
Frihrezidiven, bei Anwendung der hochsten Dosisstain 450 pg pro Plasmid
bereits in der Phase-I-Studie zu bemerken war, eviiid die hier vorliegende
Phase-II-Studie die Dosis modifiziert. So zeigteishain dieser Studie sechs der
Therapiekatzen an Tag -7 ein lethargisches Vemnaité dem Schweregrad 1,
eine weitere Katze wies zudem eine Anorexie desvBagrades 1 auf. An dem
Tag 0 wiesen jeweils drei Katzen Lethargie, sowiei aveitere Anorexie auf.
Milde Anzeichen von Vomitus wurden bei drei Katzam Tag 14 und bei einer
Katze an Tag 45 beschrieben. Obwohl bei keinerk@gzen der Kontrollgruppe
zu diesem Zeitpunkt das Auftreten von Erbrechetgéssellt werden konnte, wird
aufgrund des grol3en zeitlichen Abstands zu derktiojeen sowie der hohen
Wabhrscheinlichkeit eines postoperativen oder medéd@osen Zusammenhangs
dieser Parameter nicht mit der Therapie in Verbimgdgebracht. Der Parameter
Lethargie zeigt am Tag -7 beim Vergleich zum Auinatag eine statistische
Signifikanz mit einem p-Wert von 0,014, was eineas@mmenhang mit der
Therapie nahelegt. Eine weitere statistische Sigmfz mit einem p-Wert von
0,046 ist beim Vergleich des Parameters Anorexie Thge -14 und 14 zu
verzeichnen. Und da im Vergleich zu den vier antseken Katzen der
Therapiegruppen nur eine Katze der Kontrollgruppe Tag 14 ein mildes
anorektisches Verhalten aufwies, kann von einemlictign therapiebedingten
Zusammenhang ausgegangen werden. Nicht nur in indteredizinischen
Studien, die sich mit der Injektion der Zytokine2|l GM-CSF und IFN¢
beschéftigten (JAHNKE et al.,, 2007, KEMPF, 2005)sondern auch in
humanmedizinischen Studien berichten bei der Anwegdeiner oder mehrerer

dieser Zytokine bereits von Nebenwirkungen in Feon Anorexie, Vomitus und
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Lethargie (CAPURON et al., 2002, RYAN et al., 200@&DAL et al., 2004). Der
mit einem p-Wert von 0,023 als statistisch sigmifikauffallende Gewichtsverlust
der Therapiegruppe an Tag 14 kann einerseits agifzdvor beschriebenen
Nebenwirkungen wie Anorexie und Vomitus zurtckgefiterden. Andererseits
spielt auch der Massenverlust bei Tumorexstirpati@me nicht zu
unterschéatzende Rolle. Beim Vergleich der beideap@en miteinander konnte
jedoch keine statistische Signifikanz ermittelt dear, so dass der Gewichtsverlust
als wahrscheinlich nicht mit der Therapie in Zusaanhang stehend beurteilt
werden muss. An Tag -14 zeigten vier Katzen der rapiegruppe eine
Kdrpertemperaturerhhung vom Grad 1 auf. Verglichender physiologischen
Korpertemperatur an Tag -7 ergibt sich rechnerside statistische Signifikanz
mit einem p-Wert von 0,046. Am ehesten lasst sigsal Auffalligkeit den
erhohten Stressfaktoren, denen die Katzen bei @sbllung ausgesetzt waren,
zuschreiben. Beim statistischen Vergleich mit dentfoligruppe konnte keine
statistische Signifikanz ermittelt werden, so ddis Korpertemperaturerhbhung
nicht mit der Therapie in Assoziation gebracht veeréann.

Zwei Katzen zeigten kurz nach der zweiten intrattatem Applikation der
Gentherapie eine milde, vermutlich mit der Therapi@usammenhang stehende
Reaktion, die jedoch ohne medizinische Intervemrtmoim den Griff zu bekommen
waren. Bei Katze Nr. 5 aul3erte sich diese mit Hygleration. Bei Katze Nr. 16
konnte ein gurgelndes Atemgerdusch, Tachypnoe soswe kurzfristiger
horizontaler Nystagmus beobachtet werden. Da dekfmen jeweils erst kurz
nach der zweiten Applikation der Gentherapie atdtrakommen als Ursache in
beiden Fallen eine Uberempfindlichkeitsreaktion vofiyp | in betracht. Solch
eine Reaktion setzt einen Erstkontakt, also einesiS#isierung vor dem
offensichtlichen Ereignis, voraus. Deshalb kommisrdége auslésenden Agenzien
auch alle Bestandteile der Injektionsl6ésung in &gtt. Sowohl die Plasmide
selber als auch die mit PEI beschichteten Nand@hraus Eisenoxid stellen
potentielle Antigene dar, die somit derartige Rexeidn auslosen kénnten. Da der
Verlauf der beschriebenen Nebenwirkungen selbsténend und eher von milder
Natur zu beurteilen ist, kann daneben sowohl edr6l8tress infolge der
Behandlung als auch mit der Injektion verbundenbn&rzen als Ursache in
Erwagung gezogen werden. Ob es sich tatsachlichkumallergische Reaktionen

handelt, konnte jedoch nur Uber einen Hauttest d@dber den Nachweis von
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allergenspezifischen Antikorpern in Erfahrung gehtaverden.

Betrachtet man das rote Blutbild, so lasst siclugkzh des Hamatokritabfalls an
Tag 14, verglichen mit Tag -14, eine statistiscignBkanz mit einem p-Wert
von 0,034 ermitteln. Obwohl beim Vergleich mit dé@wntrollgruppe rechnerisch
keine Signifikanz vorliegt, muss neben dem openatiedingten Blutverlust und
dem damit verbundenen Abfall der Hamatokritkonzaian auch die allgemein
bekannte Nebenwirkung einer hamolytischen Anamah riytokinapplikation in
Erwdgung gezogen werden. Da bei keinem der Tiere enedizinische
Intervention zur Regulation des Hamatokrits in dReferenzbereich von Noten
war und in den Blutausstrichen auch keine Sphaeozyu finden waren, wird
auch nicht von einer therapiebedingten Nebenwirkumg Form einer
hamolytischen Andmie ausgegangen. Der Abfall dematékrits wird demnach
einem erhohten Blutverlusttra operationenzugeschoben. Bei Betrachtung des
weil3en Blutbilds kann wie auch in der vorausgegaegePhase-I-Studie von
JAHNKE und Mitarbeitern kein statistisch signifikan Unterschied des Abfalls
der Leukozytenkonzentration im Therapieverlauf segrt werden (JAHNKE et
al., 2007). In der Studie von KEMPF wiesen die I€atzdie die hochste
Dosisstufe der mit Plasmid getrankten Schwammchielele einen signifikanten
Unterschied in diesem Blutparameter auf. Diese Lyopgnie wurde mit der
Wirkung des in dieser Studie verwendeten II-2-Pidsnbegriindet, welches als
exprimiertes IlI-2 die Tumornekrosefaktor-alpha-®¢kin und somit vor allem
einen Abfall von B-Lymphozyten induziert (KEMPF, @3). In dieser Studie
wurde jedoch nur 150ug fell-2 eingesetzt, was wengh mit der Studie von
KEMPF, in der 600ug pro Plasmid in der hochstenig3bsfe eingesetzt wurde,
nur ein Bruchteil der Plasmidmenge darstellt. Ades restliche weil3e Blutbild
zeigte keinerlei Auffalligkeiten, die der Therapmagerechnet werden mussten.
Bei Betrachtung der Serumwerte fallt auf, dass itserélinf Katzen der
Therapiegruppe bei Erstvorstellung eine Erhéhung Kieatininkonzentration
aufwiesen, die dem Schweregrad 1 zuzuordnen siadhrierisch ergibt sich ein
signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von G0geim Vergleich mit dem
Tag 45 post operationeman dem keine der Katzen eine Erhoéhung in der
Kreatininkonzentration mehr aufwiesen. Die intray®s Fllssigkeitssubstitution
wahrend des stationaren Aufenthalts liefert den radieinlichsten

Erklarungsversuch fir die Verbesserung der NiereteweViele Tiere der
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Therapiegruppe genauso wie auch die der Kontrgljgeuzeigten wéahrend der
Kontrolltermine Hyperglykamien von meist geringenusald. Ein Diabetes
mellitus wurde bei allen Katzen, die eine Erh6éhungm der
Blutglukosekonzentration aufwiesen, durch die Eitomg der
Blutfruktosaminkonzentration ausgeschlossen. DaokbWwei den Therapiekatzen
als auch bei den Kontrollkatzen Hyperglyk&dmien Zestellen waren, und die
Injektionen grundsatzlich erst nach der Blutuntelsung stattfand, werden diese
Veradnderungen als nicht mit der Therapie in Zusanirarg stehend bewertet.
Eine stressbedingte Erhdhung der Blutglukosekonaeéon liefert die

wahrscheinlichste Erklarung.

9. Effektivitat

Das Hauptaugenmerk dieser Phase-ll-Studie lag m Eieassung mdoglicher
therapiebedingter Nebenwirkungen. Daneben solédagh auch die Rezidivraten
beider Gruppen betrachtet werden, um eine Tendederi Effektivitat abschatzen
zu konnen. Von den 20 mit der adjuvanten Gentheradperapierten Katzen
erfuhren 9 Tiere innerhalb des Untersuchungszeitsawon einem Jahr ein
Lokalrezidiv. Das entspricht einer Rezidivrate vii%. Die mediane rezidivfreie
Zeit konnte nicht ermittelt werden, da im Beobadggeeitraum nur 9 der 20
Katzen ein Lokalrezidiv bekamen. Die mittlere rezickie Zeit betrug 257 Tage.
Verglichen mit der Gruppe der Kontrolltiere, in desi 13 Tieren ein Lokalrezidiv
festgestellt werden konnte, die Rezidivrate bei 659 die mittlere rezidivfreie
Zeit bei 204 Tagen lag, kann man durchaus eine drendler Wirksamkeit der
Gentherapie erkennen. Die mediane rezidivfreie deitKontrollgruppe liegt bei
180 Tagen. Der Log-Rank-Test Iliefert beim Gruppegleich der

Uberlebenszeitanalyse einen p-Wert von 0,200 urieivie somit eine statistische
Signifikanz. Als Grund fur den statistisch nichgrsfikanten Log-Rank-Test trotz
deutlicher Abweichung der Rezidivraten sind dieirgggn Gruppengréf3en zu
sehen. Um eine endgliltige Aussage Uber einen Tieerégg treffen zu kbnnen
und eine statistische Signifikanz zu bestatigensewdei gleichen Rezidivraten
eine GrolBe von 96 Tieren je Gruppe zu untersuclida. bislang besten
Ergebnisse mit Rezidivraten von 28-39% erbrach@bDIER und Mitarbeiter,
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die den Katzen eine Multimodalitatstherapie zukomntie3en, die neben der
chirurgischen  Tumorexstirpation, eine Brachyracodipie sowie eine
Gentherapie mit katzeneigenen Zytokingenen ent@i€ItUDIER et al., 2003).

10. Schlussbetrachtung

Die neoadjuvante Gentherapie mit nonviralen Vektdnat sich als sichere und
gut durchfihrbare Methode zur Behandlung des feliRbrosarkoms erwiesen.
Nicht nur wegen der hohen Akzeptanz von SeitenPdgientenbesitzer aufgrund
der moglichen ambulanten Durchfiihrbarkeit, sondauch wegen der guten
Toleranz auf Seiten der Katzen, ist sie fur ders&in in der tierarztlichen Praxis

als vielversprechendes Modell zu bewerten.

Trotz einer ausfihrlichen und guten Studienplangibg es auch in dieser Studie

einige Schwachstellen, die im Folgenden angesproaieeden sollen:

Aus ethischen Gesichtspunkten wurden die KatzenKaetrollgruppe bereits
einen Tag nach der Aufnahmeuntersuchung operiedt konnten somit den
Tieren der Therapiegruppe nicht parallel geschaladen. Weder die Injektion
leerer Plasmide noch eine Wartezeit von zwei Wochhne therapeutische
MalRnahmen konnte zu Gunsten der Tiergesundheitvetsetbar angesehen

werden.

Eine objektive Vergleichbarkeit ist durch die Geijjeerstellung mit einer
historischen Kontrollgruppe nur eingeschrankt magliobwohl die Katzen nach
den Parametern TumorgréRe und Tumorstatus, alemtesdken prognostischen
Faktoren, aus dem Pool der Kontrollkatzen zum \écbl fur diese

Therapiegruppe ausgewahlt wurden.

Eine weitere Schwachstelle der Studie ist die Geagpol3e. Sowohl in der
Therapie- als auch in der Kontrollgruppe ist diezalnl der Katzen zu klein, um

eine definitive Aussage beziiglich der Effektivitdéachen zu kdnnen.

Das Primarziel der Studie, anhand eines grol3eréenBankollektivs als in der
Phase-I-Studie, mégliche Nebenwirkungen und evérduéiretende Toxizitaten,

die in Zusammenhang mit der Therapie stehen konrfestzustellen, wurde
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erreicht. So konnte die in der vorausgegangenensePh&tudie ermittelte
Unbedenklichkeit der Therapie Dbestatigt werden. Digufgetretenen
Nebenwirkungen waren Uberwiegend von schwachem A3amnd konnten meist
nicht mit der Therapie in Zusammenhang gebrachti@rerAuf der anderen Seite
konnte zwar keine statistische Signifikanz hingdichtder Effektivitat ermittelt
werden, aufgrund der Rezidivraten lasst sich jeddalchaus eine Richtung
erkennen, die eine Wirksamkeit dieser Therapie edie In einer prospektiven,
randomisierten und kontrollierten Phase-lll-Studkénnte eine Prifung der
vorlaufigen Ergebnisse anhand eines gréReren Ratiavilektivs durchgefuhrt

werden, um eine endgultige Aussage bezuglich dektfitat zu treffen.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Das Fibrosarkom der Katze zahlt zu den bosartigsted haufigsten
Tumorerkrankungen in der tierarztlichen Praxis. &&iniger Tumorexstirpation
liegt die Rezidivrate bei bis zu 70%, weshalb dalithgsaussicht und damit die
Prognose als schlecht zu bewerten ist. Zwar kaarRézidivrate mit adjuvanten
Therapieverfahren wie der Radiotherapie auf bigt¥% gesenkt werden, diese
findet aber aufgrund des ernormen finanziellen logistischen Aufwandes nur
selten Anwendung. In dieser klinischen Phase-ldetuwurde mittels einer
neoadjuvanten immunstimulierenden Gentherapieeirde drei felinen Zytokin-
Gene II-2, IFNy und GM-CSF verwendet wurden, einem weiteren Apsatizt in
der Tumortherapie nachgegangen. Da in der Studigirate Vektoren in Form
von Plasmiden zum Einsatz kamen, wurde die Methdele Magnetofektion

eingesetzt, um so die Transfektionsrate zu steigern

In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen anhaathes grofRReren
Patientenkollektivs mogliche Nebenwirkungen und iZiw&ten erfasst und in
Korrelation mit der Therapie gestellt werden. Alwetes Ziel galt es, eine
vorlaufige Aussage uber die Wirksamkeit und denaBeltungserfolg zu treffen,

um somit die Effektivitat der Therapie besser abBtdn zu kdnnen.

Das Behandlungsprotokoll der Therapiegruppe undasawei praoperative
intratumorale Injektionen der Gentherapie jeweilsui@d 14 Tage vor der
Tumorexstirpation. Eine gleichgrol3e Kontrollgruppkee nachtraglich aufgrund
prognostischer Faktoren aus einem klinkeigenene®atnkollektiv ausgewahlt
wurde, erhielt eine Tumorexstirpation ohne die W@oznte Gentherapie. Aus
ethischen Grinden wurde bei diesen Tieren auf &uodaufzeit von zwei

Wochen sowie auf die Gabe eines Placebopraparateshtet.

Bei der statistischen Auswertung der Nebenwirkungarden sowohl Vergleiche
innerhalb der Therapiegruppe als auch Vergleichéschen Therapie- und
Kontrollgruppe angestellt. Die Untersuchungen etith am Tag der zweiten
Injektion, am Tag vor der Operation sowie 14 undT4ge nach der Operation.
Klinische Auffalligkeiten und Verénderungen, diei lsen Blutuntersuchungen
festzustellen waren, wurden mit Hilfe der VCOG-CTEAabelle ausgewertet

und in Korrelation mit der Therapie gesetzt. Die Wmtersuchungszeitraum
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auffallenden Nebenwirkungen waren meist von miatur und in den meisten
Fallen nicht mit der Therapie in Verbindung zu en. Somit kann die bereits
angenommene Unbedenklichkeit der adjuvanten Geayleebestatigt werden.

Eine Untersuchung auf das Auftreten von Tumorreeidierfolgte jeweils an den
Tagen 14, 45, 90, 180, 270 und 360 nach der Opara#Zur statistischen

Auswertung der Effektivitat wurde eine Uberleberisralyse  fiir

Gruppenvergleiche durchgefihrt und mit einem LogiR&est ausgewertet. 65%
der Kontrolltiere und 45% der therapierten Tier&dmen innerhalb eines Jahres
ein Lokalrezidiv. Der p-Wert von 0,200 des Log-Rardésts zeigt zwar, dass
keine statistisch signifikanten Unterschiede beetgter 1-Jahres-Rezidivrate
zwischen der Therapie- und der ,historischen* Kolgruppe bestehen, die
beobachteten Ergebnisse hinsichtlich der Rezidiwratind in Bezug auf den
Therapieerfolg jedoch durchaus als erfolgsversmedizu bewerten, denn der
Effekt einer immunologischen Gentherapie ist e@thnMonaten zu erwarten.
Viele Patienten hatten allerdings schon ein Rezitierhalb der ersten 6 Monate.
Infolgedessen war die Gruppengrof3e nach einem rindtder nur noch gering, und

eine statistische Signifikanz der deutlichen Urtleiesde nicht vorhanden.
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VII. SUMMARY

Feline fibrosarcoma is one of the most malignard aammon tumors in the
veterinary clinical praxis. After the removal ofettumor up to 70% of the cats
develop local recurrences, wherefore the prospket mermanent cure and thus
the prognosis is evaluated as poor. Adjuvant therapethods such as
radiotherapy can noticeably reduce the recurreateup to 41%; however, such
methods are unpopular due to the tremendous fiaband logistical investment.
In the current phase Il clinical trial an additibsgarting point for tumor therapy
was pursued using a neoadjuvant immunostimulaterge gherapy, in that the 3
feline cytokine genes II-2, IFN-y, and GM-CSF warsed. Because nonviral
vectors in the form of plasmids were used, the raegjaction method was

applied in order to increase the transfection rate.

On the one hand the present work should recordcanelate to the therapy any
possible side effects and toxicities using thedaggoup of patients. On the other
hand, it was necessary to make a preliminary ptiedicegarding the efficiency

and success of treatment in order to therefore nameurately assess the

effectiveness of the therapy.

The treatment protocol of the therapy group comt@intwo preoperative
intratumoral injections of the gene therapy, ainaetof 7 and 14 days before
tumor extirpation. An equal-sized control group, ieth was chosen
retrospectively out of a clinic-owned patient paiidn, based on prognostic
factors, received just the tumor extirpation withmeoadjuvant treatment. For
ethical reasons, a lead time of 2 weeks as wellatirainistration of a placebo

were not planned for these animals.

For statistical analysis of the side effects, congpas within the therapy group as
well as comparisons between the therapy and cogtmlps are conducted. The
clinical examination and tests were performed atdhy of the second injection,
on the day before the operation as well as 14 &ndays after the operation.
Clinical abnormalities and changes determinablenfrthe blood tests were
evaluated with the aid of VCOG-CTCAE tables and&ated to the therapy. The

side effects occurring within the investigationipdrwere mild and in most cases
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not associated with the therapy. Therefore, thenlemsness of the therapy already

assumed can be confirmed.

An investigation of the occurrence of tumor recoces occurred on days 14, 45,
90, 180, 270, and 360 post operationem. For théiststal analysis of
effectiveness, a survival period analysis for gragmparisons was conducted
and evaluated using a log-rank-test. 65% of thérobanimals and 45% of the
animals that received therapy experienced a l@alrrence within one year. The
p-value of 0.200 from the log-rank-test demonsgratee non-existence of
statistical significance relating to the one-yeglapse rate between therapy and
control group. However, the observed findings rdoey the relapse rates are
evaluated as promising in relation to the theraggults because the effects of
immunological gene therapy will first be observdttia6 month. Consequently,
the size of the group was still small after haifemr and exhibited no significant
statistical difference.
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IX. ANHANG

Anhang 1: Informationsschreiben fur praktischerdiigte

Kleintier

Hirschberger e Medizinische Kleintierklinik e Veterindrstr. 13 o D-80539 MUnchen
ADRESSE

Mai 2008

Fibrosarkom-Gentherapie

Liebe Kolleginnen und Kollegen,

mit erheblichen Neuerungen geht die Gentherapiestudie ununterbrochen weiter. Die Arbeitsgruppe hat die
felinen Zytokine Interleukin 2 (felL-2), Granulozyten-Makrophagen-stimulierender-Faktor (feGM-CSF),
Inferon y (felFN-y) in Plasmide kloniert. Diese Plasmide werden praoperativ appliziert.

Wir verabreden mit dem Tierbesitzer einen Termin zur Aufnahmeuntersuchung, meist fur den nachsten
Dienstagmorgen. Es gibt keine Wartezeiten. Die Tiere bleiben zur OP 3 Tage stationar in der Tierklinik,
Dienstag bis Donnerstag. Die Operation, die stationaren Aufenthalte und samtliche Kontrolluntersuchungen
sind kostenfrei. Die Studie ist zT. industriegefordert. Wir koénnen Ihnen daher eine
Aufwandsentschadigung von € 75,- fur jede von lhnen in die Studie eingebrachte Katze Uberweisen.

Kriterien fiir den Einstieg in die Gentherapiestudie

Felines Fibrosarkom — Erstmanifestation, Verdacht oder Rezidiv —
Lokalisation des Tumors am Rumpf (nicht Kopf oder Gliedmafen)
vollstandige chirurgische Entfernung des Tumors moglich

gutes Allgemeinbefinden

keine Metastasen

keine Kortikosteroide in den letzten 6 Wochen

keine andere Krebskrankheit in der Anamnese

In der onkologischen Sprechstunde erfolgt keine Beratung, Diagnostik oder Therapie, die nicht direkt mit
dieser Therapiestudie in Verbindung steht. Die Patienten werden fur jede andere Beratung, Diagnostik oder
prophylaktische Manahme wie z.B. Impfungen an Sie zurtick Uberwiesen.

0179 1420877 Miriam Rutz (Doktorandin)

0176 22790395 Antje Hoeksma (Doktorandin)
0174 2399291 Prof. Dr. J. Hirschberger

089/2180-2640 Biiro

www.fibrosarkom.de und info@fibrosarkom.de

Prof. Dr. Johannes Hirschberger" Dr. Thomas Brill®

Dipl. ECVIM-CA, hon. Dipl. ECVCP

Prof. Dr. Roberto Késtlin' Prof. Dr. Bernd Gansbacher?

Dipl. ECVS

'Tierarztliche Fakultat der LMU 2Klinikum rechts der Isar der TU

Lehrstuhl for Innere Medizin Prof. Dr. Johannes Hischberger Tel. +49 (89] 2160-2640
der kleinen Haustiere und Heimtiere Veterindrstr. 13 Fax:  +49 (89] 2180-5913
der Ludwig-Maximilians-Universitért D-80539 MUnchen hirschberger@lmu.de

www .rnedizinische-kleintierklinik.de
Vorstand: Prof. Dr. Katrin Hartmann U-Bahn: Linie 3 und 6, Haltestelle "Universitet"
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Anhang 2: Informationsblatt fir Patientenbesitzer

Medizinische und Chirurgische Tierklinik  Institut fir Exp. Onkologie und Therapieforschung

der Ludwig-Maximilians-Universitat der Technischen Universitat
Veterindrstrale 13 Ismaninger Stralle 22
80539 Miinchen 81675 Miinchen

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

Sehr geehrte Katzenbesitzerin, sehr geehrter Katzenbesitzer,

Ihnen wurde angeboten, mit Ihrer Katze an einer klinischen Forschungsstudie teilzunehmen.

Was ist eine klinische Forschungsstudie?

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

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

Wenn Sie sich nach dieser Aufklarung und Beratung fir die Teilnahme |hrer Katze an der
klinischen Forschungsstudie entscheiden, werden Sie gebeten, ein entsprechendes
Formblatt (Einwilligungserklarung) zu unterschreiben. Sie erhalten dann eine Kopie dieser
Erklérung, die Sie aufbewahren sollten.
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Beschreibung der Studie

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

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass das Immunsystem eines Krebspatienten —
Mensch oder Tier - fahig sein kann, gegen die Krebserkrankung zu k&mpfen und selbst den
Tumor zu zerstéren. Deshalb werden Behandlungsformen geprift, die auf eine Stérkung der
kérpereigenen Immunreaktion ausgerichtet sind.

In der hier beschriebenen Studie werden zur Starkung der kdrpereigenen Immunreaktion
spezielle Therapeutika verwendet, die aus gentechnisch verandertem Material hergestellt
werden.

Beschreibung der wissenschaftlichen Vorgehensweise und der Verfahren

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

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

Eingebrachte genetische Information

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

Interleukin-2:

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

Interferon y:

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

Bei der Verabreichung von Interferon y als Arzneimittel wurden nur sehr geringe
Nebenwirkungen beobachtet.
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Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor

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

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

Praktische Durchfiihrung der Studie am Patienten

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

Kontrolitiere

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

Operationen

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

Blutuntersuchungen

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

Rontgendiagnostik

Vor der Therapie sollen Réntgenaufnahmen der Lunge zeigen, ob schon Tochtergeschwiilste
vorliegen.

Auch bei der abschlieRenden Kontrolle nach 12 Monaten werden die Lungen réntgenologisch
auf Tochtergeschwillste untersucht.

Ultraschalluntersuchung

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

Arztliche Uberwachung
In der Zeit der Studie wird der Gesundheitszustand |hrer Katze intensiv von |hrem
behandelnden Tierarzt bzw. von den Tierarzten der Medizinischen Tierklinik Gberwacht.
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Dazu ist es erforderlich, dass Sie mit Ihrer Katze
14, 45 und 90 Tage nach der Operation und danach jeden dritten Monat (bis zum Ende des
ersten Jahres) zur tierarztlichen Nachkontrolle kommen.

Mit dieser engmaschigen Kontrolle soll der Operationserfolg, die Auswirkung der zuséatzlichen
Immunstimulation und die mégliche erneute Bildung von Tochtergeschwlilsten bei Ihrer Katze
friihzeitig erkannt werden.

Abbruch der Studie

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

Ziele der Studie

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

Wirksamkeit:

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

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

Nebenwirkungen

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

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

Folgende Nebenwirkungen kénnen beim Einsatz der hier beschriebenen Immunstimulation
zur Behandlung des Fibrosarkoms der Katze auftreten:

Fieber

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

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

Lokale Reaktionen

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

Unwahrscheinliche Nebenwirkungen

Reaktionen des Gesamtorganismus

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

Allergische Reaktionen

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

Unvorhersehbare Nebenwirkungen

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

Durch die aufmerksame Beobachtung lhrer Katze und durch die intensive tierérztliche
Kontrolle der Katzen sollten unbekannte Nebenwirkungen frilhzeitig erkannt und, falls
notwendig, entsprechend behandelt werden.

Weitere wichtige Hinweise

Kosten

Kosten fur die gentherapeutische Behandlung, die tierérztlichen Verlaufsuntersuchungen, die
stationdren Aufenthalte in der Universitats-Tierklinik und die oben angesprochenen Blut- und
Réntgenuntersuchungen werden lhnen nicht in Rechnung gestellt. Daflr erwarten wir von
lhnen, dass Sie mit lhrer Katze llickenlos zu allen Kontroliterminen erscheinen. Sollten Sie
personlich die Entscheidung treffen, mit Ihrem Tier vorzeitig aus der Studie auszutreten,
werden Ihnen die entstandenen Kosten entsprechend der tierérztlichen Geblihrenordnung in
Rechnung gestellt.
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Vertraulichkeit

Die Forschungs- und Klinikberichte lhrer Katze sind vertraulich. Weder lhr Name noch der
Name |hrer Katze oder andere persénliche Informationen, die lhre Identifizierung erlauben
wirden, werden in Berichten oder Veréffentlichungen Uber diese Studie verwendet.

Autopsie

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

Recht auf Ablehnung der Teilnahme und Riicktritt von der Studie

Die Entscheidung zur Teilnahme oder Nichtteilnahme an der Studie liegt allein bei lhnen. Um
diese Entscheidung zu treffen, muss lhnen die Studie vom Tierarzt erklart werden und Sie
mussen das, was Sie Uber die Studie oder andere mogliche Therapieformen erfahren haben,
verstehen. Wahrend der Zeit, in der Ihre Katze an der klinischen Studie teilnimmt, werden
Sie Uber alle neuen Erkenntnisse informiert, die Ihre Bereitschaft zur weiteren Teilnahme an
der Studie beeinflussen kdénnten. Wenn Sie sich entscheiden, nicht an der Studie
teilzunehmen, steht Ihnen die Standardtherapie vorurteilsfrei zur Verfugung. Wenn Sie an
der Studie teilnehmen, haben Sie jederzeit das Recht, von der Studie zurlickzutreten. Sollten
Sie zurlicktreten, so werden lhnen entsprechend dem medizinischen Befinden lhrer Katze
andere verfligbare Heilverfahren angeboten.

Kontakt

Wir sind flir Sie telefonisch immer erreichbar:

TA Cornelia Hiittinger (0177) 6005685
TA Antje Hoeksma (0176) 22790395
TA Miriam Rutz (0179) 1420877
Prof. Hirschberger (0174) 2399291
Notruf 1. Medizinische Tierklinik (089) 2180-2650

Sie erreichen uns auch per e-mail:

info@fibrosarkom.de

Weitere Informationen finden Sie auf unserer Webseite:

www.fibrosarkom.de
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Anhang 3: Ubersicht Kontrolluntersuchungen

1. Medizinische und Chirurgische Tierklinik

der Ludwig-Maximilians-Universitit

Institut fiir Exp. Onkologie und Therapieforschung

Klinikum r. d. Isar der Technischen Universitiit

Veterindrstrafie 13 Ismaninger Strafie 22
80539 Miinchen 81675 Miinchen
Fibrosarkom-Studie

Sehr geehrte/r Frau/Herr

wir bitten Sie, ihre Katze

an den nachfolgenden Terminen zur Kontrolluntersuchung

in der 1. Medizinischen Tierklinik vorzustellen:

Tag -14:  Aufnahmeuntersuchung

Tag -7: am: um Uhr  (Studie 1)

Tag 0: am: um Uhr Abgabe OP

Tag 14: am: um Uhr Fiden ex

Tag 45: am: um Uhr Kontrolle

Tag 90: am: um Uhr Kontrolle

Tag 180: am: um Uhr Kontrolle

Tag 270: am: um Uhr Kontrolle

Tag 360: am: um Uhr  Abschluss

Die dafiir notwendigen Untersuchungen kénnen ambulant durchgefiihrt werden,
ein stationiirer Aufenthalt ist nicht erforderlich.

Bei Fragen oder Problemen stehen wir Thnen jederzeit gerne zur Verfiigung.

TA Miriam Rutz
TA Antje Hoeksma

Tel.: 0179-1420877
Tel.: 0176-22790395
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Anhang 4: Einverstandnisserklarung

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

Interleukin? , Interferony- und
Granulozyten-und-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-F aktor-Gentherapie
als Zusatztherapie in der veterindrmedizinischen Onkologie

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

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

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

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

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

Ich erkldre mich dazu bereit, mein Tier den Erfordernissen entsprechend zu Folgeuntersuchungen
vorzustellen. Sollte der Patient zu einer Folgeuntersuchung nicht erscheinen, verpflichte ich mich zur

Ubernahme der kompletten Operations- und Behandlungskosten entsprechend der Gebiihrenordnung
fiir Tierdrzte.

Ort, Datum Unterschrift des Patientenbesitzers

Ort, Datum Unterschrift des Tierarztes

Name des Tierarztes (Druckschrift)

Anhang4  24.06.2010 14:03:00
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Anhang 5: VCOG-CTCAE-Tabelle mit den beriicksiclemt
Untersuchungsparametern und der Zuordnung in Selynsxte.
ALLERGISCHE REAKTION CTC-GRAD
Hypersensitivitat | vortibergehende Urtikaria 1
Urtikaria,
Dyspnoe 2
symptomatische Hypotension, mit oder ohne Urtikaria
parenterale Medikamente notwendig, Odem 3
Anaphylaxie, die parenterale Medikamente notwendig
macht 4
Tod 5
BLUT
Erythrozyten 5,0-10,0 1
[ x 10*1] 3,8-<5,0 2
25-<3,8 3
1,7-<25 4
<17 5
Hamoglobin (Hb) [9,0 — 15,0 1
[o/dl] 7,0-<9,0 2
50-<7,0 3
3,56-<5,0 4
<35 5
Hamatokrit (Hkt) 0,3 —0,44 1
[171] 0,22-<0,3 2
0,13-<0,22 3
0,10-<0,13 4
<0,10 5
Thrombozytose |180 — 550 1
[x 10°1] > 550 — 1000 2
> 1000 3
- 4
- 5
Thrombozytopenie 180 — 550 1
[x 10°1] 90 - < 180 2
30-<90 3
10-< 30 4
<10 5
Leukozyten 6,0-11,0 1
(gesamt) 45-<6,0 2
[x 10°1] 2,0-<45 3
0,5-<2,0 4
<0,5 S
Lymphozytose 1000 — 4000 1
[x 10°1] > 4000 — 10000 2
> 10000 3
4
5
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Lymphozytopenie | 1000 — 4000 1
[x 10°1] 800 - < 1000 2
500 - < 800 3
<500 4
- 5
Stabkernige 0 - 600 1
Neutrophilie > 600 — 3000 2
[x 10%1] > 3000 3
- 4
- 5
Segmentkernige |3000 — 11000 (- 18000 erregt)
Neutropenie 2000 - < 3000 2
[x 10%1] 1000 - < 2000 3
500 - < 1000 4
<500 5
Eosinophilie 40 — 600 1
[x 10°1] > 600 — 3000 2
> 3000 3
- 4
- 5
HERZ-KREISLAUFSYSTEM
Kapillare < 2 Sekunden 1
Ruckfillzeit > 2 Sekunden 2
- 3
- 4
- 5
Schleimhautfarbe | blass-rosarot 1
- 2
blass, gerotet 3
andere Verfarbungen
- 5
KONSTITUTION
Lethargie/ milde Lathargie 1
Erschépfung moderate Lethargie, die Katze zeigt normales Sozial | 2
Fress- und Ruheverhalten
gefahrdet, schwere Einschrankung bei Lebensaktivita3
ambulatorische Behandlung notwendig bis zur
Wiederaufnahme der Lebensaktivitat
schwerbeschadigt, Zwangsfltterung und Unterstitzupng
bei Lebensaktivitdt notwendig
Tod 5
Korpertemperatur | > 39,0 - 40,0 1
[°C] >40,0-41,0 2
>41,0-42,0 3
>42,0 4
5

Tod
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Gewichtszunahme < 5 1
[%] >5-10 2
>10-20 3
> 20 4
- 5
Gewichtsverlust |<5 1
[%] 5-10 2
>10-20 3
> 20 4
- 5
HAUT
Infizierte Gewebsentziindung mit unspezifischen 1
Wundheilungs- Entziindungszeichen
storung oberflachliche Infektion 2
starke Infektion, Antibiose erforderlich
in die Tiefe reichende Wundinfektion
- 5

Nichtinfizierte

geringgradige Nahtdehiszenz der Hautnaht

Wundheilungs-

Nahtdehiszenz bei intakter Unterhautnaht

storung

Nahtdehiszenz auch der Unterhautnaht, kein Orgéadl/

08

Nahtdehiszenz auch der Unterhautnaht mit Organior

fa

MAGEN-DARM-TRAKT

Anorexie

Uberredung oder Ernahrungswechsel notwendig um
Appetit aufrechtzuerhalten

veranderte Nahrungsaufnahme (<3 d) ohne signifégar
Gewichtsverlust, orale Erndhrungsunterstitzungziedi

P

Dauer von 3-5 Tagen, Gewichtsverlust oder Malnotrit

lebensbedrohlich, Dauer von 3 — 5 Tagen

Tod

Obstipation

gelegentliche Symptome, Laxantien/Klistiere indizie

persistierende Symptome, Laxantien/Klistiere perendr

manuelle Entleerung notwendig, Lebensqualitat

lebensbedrohlich, Megakolon, Obstruktion

Tod

Durchfall

Erhéhung vom Ausgangswert um > 2 Stilhle pro Tag

Erhohung vom Ausgangswert um 2 — 6 Stihle pro Ta

g

Erhéhung vom Ausgangswert um > 6 Stilhle pro Tag
intravenose Flussigkeitssubstitution > 24 h notvignd

lebensbedrohlich, hAmodynamischer Kollaps

Tod

Emesis

< 3 Episoden in 24 Stunden

3 — 5 Episoden in 24 Stunden, parenterale Flusiifike
< 24 Stunden

> 5 Episoden in 24 Stunden, parenterale Fllssidlest
24 Stunden

lebensbedrohlich, hamodynamischer Schock

Tod
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Palpation des geringgradige Abwehrspannung 1
Abdomens mittelgradige Abwehrspannung 2
Abwehrbewegung bei Palpation 3
SchmerzaulRerung bei Palpation 4
- 5
BLUTUNGEN
Epistaxis schwach, keine Transfusion erforderlich 1
mittelgradig, keine Transfusion erforderlich 2
stark, Transfusion erforderlich 3
unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4
Tod 5
Hamatemesis schwach, keine Transfusion erforderlich 1
mittelgradig, keine Transfusion erforderlich 2
stark, Transfusion erforderlich 3
unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4
Tod 5
Melana schwach, keine Transfusion erforderlich 1
mittelgradig, keine Transfusion erforderlich 2
stark, Transfusion erforderlich 3
unstillbare Blutung, Transfusion erforderlich 4
Tod 5
LEBER
Aspartat-Amino- |< 30 1
Transferase (AST) >30-75 2
[IU/] > 75— 150 3
>150 — 600 4
> 600 5
Alanin-Amino- <70 1
Transferase (ALT)|> 70 — 175 2
[U/1] > 175 — 350 3
> 350 — 1400 4
> 1400 5
Hyperbilirubindmig < 3,4 1
[Lmol/l] >3,4-33,9 2
>33,9-67,8 3
>67,8-101,7 4
>101,7 5
Hypoalbuminamie |26 — 56 1
[9/1] 22 -<26 >
18 -<22 3
<18 4
- 5
STOFFWECHSEL
Hypertriglyzerid- |0,29 - 3,88 1
amie 3,88 -9,7 2
[mmol/I] >907- 19,4 3
>19,4 - 38,8 4
> 38,8 5
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Hyperglycamie 3,1-6,9 1
[mmol/l] >6,9-17,25 2
>17,25-34,5 3
> 34,5 -69 4
> 69 5
Fructosamin < 340 1
[Lmol/l] > 340 2
- 3
- 4
- 5
NERVENSYSTEM
Ataxie geringgradige Symptome mit Beeintrachtigung des |1

Bewegungsablaufes

milde Symptome mit Stérungen des Bewegungsablal

ufes

mittelgradige Symptome, starkes Schwanken und 3

Umfallen

kein Stehvermdgen 4

- 5
Bewusstseins- Bewusstseinsstorung, Sedation 1
tribung Benommenheit, Aufwecken moglich 2

Koma, kein Aufwecken mdglich 3

- 4

- 5
Nystagmus vorhanden 1

- 2

- 3

- 4

- 5
Synkope vorhanden 1

- 2

- 3

- 4

- 5
Tremor mild und kurz anhaltend oder periodisch 1

mittelgradig, keine Stérung der physiologischeniikit | 2

hochgradige Storung der physiologischen Aktivitat

- 4

- 5
AUGE
Katarakt milde Symptome 1

mittelgradige Symptome 2

Erblindung 3

- 4

- 5
Konjunktivitis milde Symptome 1

mittelgradige Symptome 2

Erblindung

albhlw
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4

Trockenen Auge

milde Symptome, keine Behandlung notwendig

01

mittelgradige Symptome, medikamentdse Behandlun
erforderlich

oz

hochgradige Symptome, medikamenttse Behandlung
erforderlich

N3

Keratitis

milde Symptome

O

mittelgradige Symptome

hochgradige Symptome

4
- 5
Tranenfluss milde Symptome, keine Beeinflussung der 1
Augenfunktion
mittelgradige Symptome, Beeinflussung der 2

Augenfunktion

hochgradige Symptome

4
- 5
ATMUNGSAPPARAT
Apnoe - 1
- 2
Apnoe episodenhaft vorhanden 3
Apnoe dauerhaft vorhanden, Intubation und Beatmung
erforderlich
Tod 5
Tussis milde Symptome 1
mittelgradige Symptome, Therapie erforderlich 2
schwerer Husten, therapeutisch nicht zu beeinflusse | 3
- 4
- 5
Dyspnoe Dyspnoe in Bewegung

Dyspnoe in Ruhe

albhwiN
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5

Lungenauskultatio

Kein Atemgerausch

Rontgenologische Veranderung, klinisch ohne
Symptome, geringgradiges Atemgerausch

Rontgenologische Veranderungen, milde klinische
Symptome, Steroide oder Diuretika erforderlich,
mittelgradiges Atemgerausch

Rontgenologische Veranderungen, deutliche klinisch
Symptome, Steroide, Diuretika und
Sauerstoffbehandlung erforderlich, deutlich obgiugs
Atemgerausch

Rontgenologische Veranderungen, schwere klinische
Symptome, Steroide, Diuretika und
Sauerstoffbehandlung und Intubation erforderlich,
hochgradiges Atemgerausch

NIERE
Kreatinin 0-168 1
[Lmol/l] > 168 — 252 2
> 252 — 504 3
> 504 — 1008 4
> 1008 5
Hamoglobinurie | nicht vorhanden 1
Vorhanden 2
- 3
- 4
- 5
Inkontinenz Keine 1
- 2
- 3
unkontrollierter Harnabsatz
- 5
Nierenversagen |Kein 1
- 2
- 3
Nierenversagen reversibel nach Infusionstherapie
Nierenversagen irreversibel nach Infusionstherapie |5
Harnabsatz Normal 1
vermehrter Harnabsatz
deutlich vermehrter Harnabsatz
- 4
- 5
Harnretention Keine 1
- 2

Katheterisierungt viermal pro Woche

Katheterisierung > viermal pro Woche

Blasenruptur
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