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l. EINLEITUNG

Das feline Fibrosarkom ist ein hdufig vorkommender Tumor in der
Kleintierpraxis. Es ist charakterisiert durch ein invasives Wachstum mit
Auslaufern in das umgebende Gewebe, zudem ist das Wachstum schnell und
unberechenbar. Diese Tumoren stellen eine Herausforderung fur Tierdrzte dar.
Die Basis der Therapie besteht in einer groBraumigen chirurgischen Resektion mit
drei bis funf Zentimetern Rand zum palpierbaren Tumor. AuRerdem sollte in die
Tiefe mindestens eine Faszienschicht entfernt werden (MARTANO et al., 2011;
PHELPS et al., 2011; LADLOW, 2013). Anhand der Palpation wird das
Tumorausmal} haufig unterschétzt, da die Auslaufer in der Tiefe nicht zugéangig
sind. Mittels einer CT oder MRT kann das gesamte Tumorausmal detektiert
werden (LADLOW, 2013). Eine alleinige Resektion, auch im umfangreichen
Ausmal, fuhrt dennoch héufig zu Rezidiven. Die Rezidivrate ist vom Umfang der
Operation und damit auch von der chirurgischen Erfahrung des Tierarztes
abhangig und Rezidivraten von 45 bis zu 70 % wurden dokumentiert
(DAVIDSON et al, 1997; CRONIN et al, 1998). Eine adjuvante
strahlentherapeutische Behandlung kann die rezidivfreie Zeit verlangern
(KOBAYASHI et al., 2002).

Um ein verbessertes Tumoransprechen bei einem kleinen Primartumor zu
erreichen, wird eine groRraumige chirurgische Exzision in Kombination mit einer
strahlentherapeutischen Behandlung und einer Chemotherapie empfohlen
(MARTANO et al, 2011). Nicht selten werden Katzen aber erst in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien vorgestellt. Fir diese Katzen gibt es wenige
therapeutische Mdoglichkeiten und die Chance auf eine Heilung ist sehr gering.
Eine alleinige chemotherapeutische Behandlung bringt keinen langfristigen
Erfolg. Am hé&ufigsten wird Doxorubicin (DOX) zur adjuvanten Therapie nach
einer Tumorexzision eingesetzt, welches keine spezifische Tumoraffinitét
aufweist. Die limitierenden  Nebenwirkungen, wie Inappetenz  und
Myelosuppression, werden durch die systemische Wirkung des DOX im Korper
verursacht. Zudem kann eine Nierenschadigung entstehen, wenn die kumulative
Dosis von 180 bis 240 mg/m? erreicht wird (MAULDIN et al., 1988; O'KEEFE et
al., 1993; KENT, 2013).
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Humane Weichteilsarkome weisen ahnliche biologische Eigenschaften wie das
feline Fibrosarkom auf. Auch bei diesen Tumoren gibt es keine optimale Therapie
und eine Multimodalitatstherapie wird angestrebt. Das klassische Feld der
Behandlungsmethoden der Tumortherapie (operative Exzision, Chemotherapie,
Strahlentherapie) wird durch die Hyperthermie um eine weitere
Behandlungsmoglichkeit erweitert. In der Tiermedizin hat sich diese

Therapieoption noch nicht vollstandig durchgesetzt.

Die Erwérmung eines soliden Tumors auf Temperaturen im Bereich von 40 bis 43
°C steigert die vaskuldre Perfusion und die Permeabilitdt der GefalBwénde.
Dadurch werden hypoxische Areale, die aufgrund des chaotischen GefaRaufbaus
des Tumors entstanden sind, besser mit Sauerstoff versorgt. Diese Temperaturen
fihren nicht direkt zum Zelltod, induzieren aber subletale Schadigungen der
Tumorzellen. Durch die Kombinationstherapie mit einem Chemotherapeutikum,
wie z.B. DOX, wird die aufgenommene Menge des DOX in den Tumorzellen
gesteigert und die Reparatur subletaler Schaden der Tumorzelle verhindert. Diese
Zellschaden fuhren letztendlich zum Zelluntergang. Dabei konnen Komplexe aus
Hitzeschockproteinen, die durch die Erwarmung induziert worden sind, freigesetzt
werden. Daraus resultiert eine Immunantwort gegen die Tumorzellen (SAUTER
et al., 2000; MILANI et al., 2002; NOESSNER et al., 2002; ISSELS, 2008). Diese
Therapiekombination fihrt bei humanen Weichteilsarkomen zu signifikant
besseren krankheits- und progressionsfreien Uberlebenszeiten (ISSELS et al.,
2010).

Die systemischen Nebenwirkungen des DOX kodnnen durch die Verabreichung
von liposomalem DOX verringert werden. PEGylierte nicht thermosensitive
Liposomen, wie Caelyx®/Doxil®, sammeln sich vermehrt im Tumorgewebe an.
Durch eine unzureichende Freisetzung des DOX stehen aber nur geringe Mengen
zur Verfiigung, was sich durch eine gleichbleibende Ansprechrate zeigt (POIRIER
et al., 2002). Aufgrund der Entwicklung von thermosensitiven liposomalen
Formulierungen (TSL) wird ein externes Targeting des Medikaments durch die
regionale Hyperthermie ermdglicht. Eine sehr schnelle Freisetzung des
Wirkstoffes im erwarmten Gebiet wird durch Permeabilitdtsdénderungen in der
Lipiddoppelmembran  ermdéglicht (HOSSANN et al.,, 2012). Diese
Permeabilitatsanderung findet bei der sogenannten
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Phasenumwandlungstemperatur  (T,,) statt. Diese liegt meistens im
Temperaturbereich von 39 und 42 °C, welche klinisch mittels der Hyperthermie
problemlos erreicht werden kénnen (LEOPOLD et al., 1992; SHERAR et al.,
1997; WUST et al., 1998; MILANI et al., 2008; OVERGAARD et al., 2009).
Durch eine hohe Freisetzungsrate stehen groRere Mengen an bioverfligbarem
DOX zur Verfugung (MANZOOR et al.,, 2012; LI et al.,, 2013). Bei der
physiologischen Kdérpertemperatur weisen diese Liposomen eine hohe Stabilitét

auf und der Wirkstoff ist sicher eingeschlossen.

Lindner et al. prasentierten in Jahr 2004 eine neue TSL-Formulierung. Diese
Formulierung unterscheidet sich durch das synthetische Phospholipid DPPG,
(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerol), welches in der Membran
inkorporiert wird (LINDNER et al., 2004). Vorteile dieser Formulierung
gegenliber thermosensitiven PEGylierten Liposomen sind die verlangerte
Zirkulationszeit im Blut und die erhohte Stabilitat in Anwesenheit von Serum bei
37 °C (LINDNER et al., 2004; HOSSANN et al., 2007; HOSSANN et al., 2012;
LIMMER et al., 2014). Die Effektivitat dieser Formulierung gegentber freiem
DOX und thermosensitiven sowie nicht thermosensitiven PEGylierten

Formulierungen wurde in einem Rattenmodel bewiesen (SCHMIDT, 2011).

Die Kombinationstherapie aus regionaler Hyperthermie (RHT) und DPPG,-TSL-
DOX wurde bereits von Zimmermann bei Katzen mit spontan entstandenen
inoperablen  Fibrosarkomen eingesetzt (ZIMMERMANN, 2014). Das
Fibrosarkom wurde als Studienmodell gewahlt da es viele Ahnlichkeiten zum
humanen Weichteilsarkom aufweist. Durch die oberflachliche Lage kann eine
regionale Hyperthermie mittels eines Oberflachen-Applikators gut durchgefiihrt
werden, zudem wird freies DOX bereits regelméRig als Therapiebestandteil
verwendet. Das eingesetzte DPPG,-TSL-DOX, in Dosierungen von 0,1 bis 0,4
mg/kg, wurde gut vertragen und fiihrte zu keinen systemischen Nebenwirkungen.
Jedoch konnten milde, subakute Nebenwirkungen der Hyperthermie
aufgezeichnet werden. Ein therapeutischer Effekt konnte bereits bei 0,2 mg/kg
DPPG,-TSL-DOX verzeichnet werden, obwohl diese Dosis lediglich einem
Funftel der Standarddosis von freiem DOX entspricht (ZIMMERMANN, 2014).
Anhand dieser vielversprechenden Daten besteht die Hoffnung, dass diese

neoadjuvante Therapiemoglichkeit routineméalig eingesetzt werden kann. Die
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maximal tolerierte Dosis wurde noch nicht erreicht. Ziel dieser Studie ist die
Dosis des DPPG,-TSL-DOX weiter zu steigern. Das externe Targeting fiihrt zu
einer Freisetzung des DOX in der Ziell&sion, was erwiesenermafen zu einer
groReren Wirksamkeit des DOX fiuhrt. Dadurch wird erwartet, dass die
Tumorvolumenreduktion des fortgeschrittenen Fibrosarkoms mit steigender Dosis
zunimmt und eine operative Exzision erleichtert wird. Somit stehen nun fir diese
Patienten die gleichen therapeutischen Mdoglichkeiten zur Verfligung, wie flr
Patienten die mit einem kleinen operablen Tumor vorstellig werden. Damit wird

die Heilungschance verbessert.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Das feline Fibrosarkom

Die erste Beschreibung des injektionsassoziierten felinen Fibrosarkoms stammt
aus dem Jahr 1991 (HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991). Aufgrund einer
Tollwutepidemie 1987 bei den Waschbdren in Pennsylvania wurden die
Impfvorschriften fiir Katzen verschérft und eine subkutane Impfinjektion wurde
erlaubt. In den folgenden Jahren wurden deutlich mehr feline Fibrosarkome an
den Bereichen histopathologisch diagnostiziert, welche hdufiger fiir eine

subkutane Injektion verwendet wurden (HENDRICK et al., 1992).

Schon bei den histopathologischen Untersuchungen der Tumoren im Jahr 1991
fiel ein grau-braunes Material in den Makrophagen auf, welches als Aluminium
identifiziert wurde (HENDRICK et al., 1992). Aluminium wurde in diesem
Zeitraum hiufig als Adjuvans in Tollwutimpfstoffen verwendet (HENDRICK et
al., 1992). Es wurde von einer Tumorentstehung aufgrund von verschiedenen
Vakzinen und deren Adjuvantien ausgegangen, da auch Katzen mit beispielsweise
einer vorherigen Impfung gegen das Feline Leukdmievirus Tumoren entwickelten
(HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991; MACY & GUILLERMO COUTO,
2001; MARTANO et al., 2011). Daraus folgte die Benennung ,,impfassoziiertes
Fibrosarkom®. Heute ist diese Bezeichnung veraltet, da jede subkutane oder
intramuskuldre Injektion eine Injektions-assoziierte chronische Entziindung
hervorrufen kann. Diese Reaktion kann auch Jahre spdter noch tumords entarten.
Studien haben belegt, dass ein auslosender Agens Depot-Kortison, Depot-
Antibiotikum aber auch Implantation eines Mikrochips oder nicht resorbierbares
Nahtmaterial sein kann (MCENTEE & PAGE, 2001; SEGUIN, 2002; KASS et
al., 2003; DALY et al., 2008; CARMINATO et al., 2011; SRIVASTAV et al.,
2012). Daraus entstand die neue Bezeichnung ,,Felines Injektions-assoziiertes

Fibrosarkom* (FISS).

In der Literatur wird die Inzidenz von FISS mit 1/1 000 — 1/10 000 Katzen
(ESPLIN et al., 1993; LESTER et al., 1996) bis 0,63/10 000 Katzen (GOBAR &
KASS, 2002) beschrieben. Die Inzidenz fiir das eher am Kopf oder distalen

GliedmaBen entstehende nicht injektions-assoziierte Fibrosarkom ist nicht
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bekannt. Es besteht keine Priadisposition nach Geschlecht oder Rasse. Ein Peak ist
im Alter von 6 bis 7 Jahren erkennbar, ein zweiter Peak im Alter von zehn bis elf
Jahren (KASS et al., 1993), welches sich durch eine sehr variable und manchmal
lange Latenzzeit erkldren ldsst. Die Latenzzeit kann von drei Monaten bis zu drei

bis zehn Jahren variieren (MCENTEE & PAGE, 2001; SEGUIN, 2002).

Das FISS ist ein bosartiger mesenchymaler Tumor der sich lokalinvasiv verhélt
und durch eine schnelle Wachstumsrate mit einer relativ niedrigen
Metastasierungsneigung charakterisiert wird (MARTANO et al., 2011).
Metastasierungsraten von 10 bis 20 % sind beschrieben (MACY & GUILLERMO
COUTO, 2001). Bei einer Metastasierung ist am hdufigsten die Lunge betroffen
(LADLOW, 2013). Der Tumor neigt zur Ausbildung von sogenannten Ausldufern,
die invasiv entlang Faszien, Muskulatur und Knochen in die Tiefe wachsen. Diese
konnen bei der klinischen Untersuchung schwierig zu entdecken sein, da der
Tumor zudem héufig eine Pseudokapsel ausbildet, welche den FEindruck

hinterlésst, als wére der Tumor gut abgrenzbar.

Eine Feinnadelaspiration mit anschlieBender zytologischer Untersuchung ist in
ungefdhr 50% der Félle diagnostisch. Eine histologische Untersuchung von einer
Gewebsprobe liefert jedoch hohere Chancen auf eine sichere Diagnose

(MARTANO et al., 2011).

Eine optimale Therapie des FISS mit hohen Chancen auf eine Heilung ist nicht
bekannt. Therapeutisch wird empfohlen mit verschiedenen Ansédtzen in Sinne
einer Multimodalititstherapie vorzugehen (MARTANO et al, 2011). Als
Standardempfehlung gilt eine radikale Exstirpation mit drei bis flinf Zentimetern
Rand vom palpierbarem Tumor, aullerdem sollte in die Tiefe mindestens eine
Faszienschicht entfernt werden. Aus dieser Empfehlung geht hervor, dass in
einigen Fillen kndcherne Strukturen wie beispielsweise Rippen, Dornfortsitze
0.4. entfernt werden miissen oder sogar eine GliedmaBBenamputation ndtig ist
(MARTANO et al., 2011; PHELPS et al., 2011; LADLOW, 2013). Es gibt keinen
ausreichenden Hinweis darauf, dass eine bildgebende Untersuchung mit
Kontrastmittel vor einer chirurgischen Exzision zu verbesserten Uberlebenszeiten
filhrt. Allerdings wird die Planung des chirurgischen Eingriffes dadurch
erleichtert, da das FISS eine starke Kontrastmittelanreicherung aufweist und die

Auslaufer sich identifizieren lassen (LADLOW, 2013).
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Auch nach einer alleinigen radikalen Exzision sind Rezidivraten von 45 bis 70%
dokumentiert worden (DAVIDSON et al., 1997; CRONIN et al., 1998). Die
krankheitsfreie Zeit kann aber durch eine radikale erste Operation, durchgefiihrt
durch einen erfahrenen Chirurgen, signifikant verlangert werden (HERSHEY et
al., 2000). Giudice et al. zeigten, dass inkomplett resezierte Tumoren eine
zehnfach hohere Rezidivrate aufweisen in Vergleich zu komplett entfernten
Tumoren. Allerdings fand auch bei 19 % der komplett entfernten Tumoren eine
Rezidivierung statt (GIUDICE et al., 2010). Davidson et al. konnten in einer
Studie zeigen, dass die krankheitsfreie Zeit nach einer alleinigen operativen
Exzision median zehn Monate betrug. Katzen mit histologisch sauberen Réndern
wiesen eine krankheitsfreie Zeit von sechszehn Monaten auf, in Vergleich zu
denen mit einer inkompletten Exzision, die nur vier Monaten krankheitsfrei waren

(DAVIDSON et al., 1997).

Eine Strahlentherapie kann als neoadjuvante oder adjuvante Therapie eingesetzt
werden. Der Einsatz einer Strahlentherapie vor einer chirurgischen Entfernung
dient der Hoffnung einer Verkleinerung des Tumorvolumens sowie einer
Schrumpfung der Auslédufer, um die Operation zu erleichtern. Nach einer Exzision
dient die Strahlentherapie der Abtdtung von mikroskopischen Tumorresten im
Tumorbett (LADLOW, 2013). Die krankheitsfreie Zeit konnte durch eine
neoadjuvante Strahlentherapie verlingert werden. Bei einer vollstindigen
chirurgischen Exzision wiesen die Katzen ein signifikant lidngeres
krankheitsfreies Intervall mit 986 Tagen auf, verglichen mit 292 Tagen bei Katzen
mit inkomplett exzidierten Tumoren (KOBAYASHI et al.,, 2002). Mit einer
adjuvanten Strahlentherapie konnte eine mediane progressionsfreie Zeit von 1110

Tagen erreicht werden (ECKSTEIN et al., 2009).

Die Wirksamkeit einer Chemotherapie bei FISS ist nicht bestitigt (LADLOW,
2013). DOX und Mitoxantron weisen eine hohe Effektivitdt bei FISS-Zellkulturen
auf (WILLIAMS et al., 2001). Allerdings konnte Martano et al. keinen statistisch
signifikanten Unterschied in der krankheitsfreien Zeit feststellen, bei Katzen, die
eine DOX-Chemotherapie und radikale Exzision des Tumors bekamen, verglichen
mit Katzen die nur eine Operation unterliefen (MARTANO et al., 2005). Poirier et
al. zeigte, dass DOX und liposomales DOX (Doxil®) als Kombinationstherapie

mit Chirurgie effektiv sind. Beide Medikamente fiihrten zu ldngerer
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krankheitsfreier Zeit, als die alleinige chirurgische Resektion (388 vs. 93 Tage).
Im Hinblick auf die Uberlebenszeit gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen Katzen, die nur eine operative Exzision des Tumors unterliefen, im
Vergleich zu den Katzen die zusdtzlich DOX oder liposomales DOX erhielten.
Allerdings zeigte sich, dass in Liposomen -eingeschlossenes DOX mehr
Nebenwirkungen in Form von Nephrotoxikosen und anaphylaktoiden Reaktionen

aufwies und deshalb bestand kein Vorteil in der Applikation von liposomalem

DOX (POIRIER et al., 2002).

Bei inkomplett resezierten Tumoren war mit 15,4 Monaten das krankheitsfreie
Intervall nach einer Kombination aus Strahlentherapie und DOX signifikant
langer, als nach einer postoperativen Strahlentherapie mit 5,7 Monaten. Allerdings
gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich der Uberlebenszeit der beide
Gruppen (HAHN et al.,, 2007). Eine Kombination aus liposomalem DOX
(Caelyx®) und einer Strahlentherapie ohne eine chirurgische Exzision fiihrte zu
einem medianen progressionsfreien Intervall von 117 Tagen. Im Vergleich zu
anderen Therapiekombinationen wies dieser Ansatz keine Uberlegenheit auf

(KLEITER et al., 2010).

2. Liposomen

2.1. Geschichte und Entwicklung

Liposomen sind kiinstlich hergestellte, rundliche Vesikel, die durch eine
Doppelmembran begrenzt werden. lhre erste Beschreibung stammt aus dem Jahre

1965 von Bangham et al (BANGHAM et al., 1965).

Die Membran umschlieit ein wassriges Kompartiment und setzt sich vorwiegend
aus Lipiden, wie Phospholipide und Cholesterol, zusammen. Nach Beladung des
wiassrigen Kompartiments mit hydrophilen Medikamenten kdnnen Liposomen als
Arzneimittelcarrier  benutzt  werden.  Liposomen, mit beispielsweise
eingeschlossenem DOX, konnen die systemischen Nebenwirkungen des DOX
reduzieren und zu einer verbesserten Akkumulation des DOX im Tumor fithren

(MINCHINTON & TANNOCK, 2006; LANDON et al., 2011).
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Die anfianglichen Liposomen fiihrten zu einer verminderten Toxizitdt des
eingeschlossenen =~ Wirkstoffes. ~ Allerdings nahmen die Zellen des
retikuloendothelialen Systems (RES) den intravends applizierten Wirkstoff rasch
auf, was zu einer geringeren Verfligbarkeit des Wirkstoffes fiihrte (FIDLER et al.,
1980; POSTE et al., 1982; GULATI et al., 1998). Durch die Einbindung von
Methoxypolyethylenglykolen in die Membran, die sogenannte PEGylierung,
konnte die Opsonisierung umgangen werden, so wurden lidngere

Zirkulationszeiten ermoglicht (PAPAHADJOPOULOS et al., 1991).

Die ersten thermosensitiven Liposomen (TSL) wurde von Yatin et al. 1978
entwickelt (YATVIN et al., 1978). Nachteil dieser Formulierung war, dass eine
Temperatur von 42,5 bis 44,5 °C bendtigt wurde, um eine Freisetzung des Inhaltes
zu induzieren (YATVIN et al., 1978). Dabei erfolgte die Freisetzung sehr langsam
und die Liposomen wurden iiber das RES schnell aus der Blutbahn entfernt. Die
urspriingliche Zusammensetzung der TSL wurde mehrmals iiberarbeitet. Needham
et al. entwickelte die erste low-thermosensitive liposome (LTSL)-Formulierung,
die in einer klinischen Studie am Menschen untersucht wurde. Diese durch
Lysolipide destabilisierte Liposomen setzten ihren Inhalt rasch (circa 50%
innerhalb von 20 Sekunden bei 42 °C) frei und wiesen durch eine Inhibition des
RES ldngere Zirkulationszeiten im Korper auf (ANYARAMBHATLA &
NEEDHAM, 1999; KONG & DEWHIRST, 1999; KONG et al.,, 2000;
NEEDHAM et al., 2000).

Lindner et al. prisentierten in Jahr 2004 eine neue liposomale Formulierung. Der
ausschlaggebende Unterschied dieser Formulierung ist das synthetische
Phospholipid, DPPG; (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerol) welches
in der Membran inkorporiert ist. Auf eine PEGylierung wurde verzichtet
(LINDNER et al., 2004). DPPG,-TSL zeigte eine gleich schnelle Freisetzungsrate
des DOX bei 42 °C wie PEGylierte LTSL, wies aber ldngere Zirkulationszeiten
auf und die Anwesenheit von Serum bei 37 °C fiihrte iliber die Zeit zu einer
hoheren Stabilitit der Liposomen. PEGylierte TSL hingegen werden durch Serum
destabilisiert (LINDNER et al., 2004; HOSSANN et al., 2007; HOSSANN et al.,
2012; LIMMER et al., 2014). Die Vorteile der DPPG,-TSL konnten in einem
Rattenmodell gezeigt werden, dabei zeigten DPPG,-TSL eine bessere
Wirksamkeit als freies DOX und die TSL-analogen Caelyx® und ThermoDox®
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(SCHMIDT, 2011).

Momentan sind DPPG,-TSL die einzige TSL-Formulierung, die alle Kriterien flr
eine  warmeinduzierte, intravaskulare = Medikamentenfreisetzung erfillen
(KNEIDL et al., 2014).

2.2. Medikamentenfreisetzung

Nach der intravendsen Applikation der LTSL zirkulieren die Liposomen mit dem
eingeschlossenen Wirkstoff im Blutstrom. Die Wirkstofffreisetzung geschieht erst
bei Temperaturen oberhalb der physiologischen Korpertemperatur, weshalb der
Wirkstoff bei normaler Temperatur sicher eingeschlossen ist. Wenn die von auflen
lokal erwdrmte Zielldsion erreicht wird, kommt es aufgrund von
Permeabilititsdnderungen  in  der  Doppelmembran zur schnellen
Wirkstofffreisetzung aus den LTSL (HOSSANN et al., 2012). Die Phospholipide
der Membran befinden sich bei physiologischer Kdorpertemperatur in einer
stabilen Gelphase, deren Charakterisierung sich durch eine geringe Permeabilitit
fir hydrophile Substanzen auszeichnet (HOSSANN et al, 2012). Bei
Temperaturen iiber der fiir die Membranlipide der LTSL charakteristischen
Phasenumwandlungstemperatur (Ty), befinden sich die Phospholipiden in einer
flissigen Phase. In dieser Phase ist die Permeabilitdt flir wasserlosliche
Substanzen erh6ht und es kommt zur Freisetzung des hydrophilen Wirkstoftes
(HOSSANN et al., 2012). Bei den hdufig verwendeten LTSL liegt die T, bei
Temperaturen von 39 bis 42 ©°C, kann aber iiber Anderungen der
Lipidzusammensetzung verdndert werden (HOSSANN et al., 2007; LINDNER &
HOSSANN, 2010). Die Freisetzung aus den LTSL kann auBerdem iiber eine
Modifizierung der LTSL-GroBe erreicht werden (HOSSANN et al., 2010).

Die intravaskuldre Freisetzung des Wirkstoffes fithrt zu einer hohen
Wirkstoffkonzentration innerhalb der Blutgefdle des Tumors (MANZOOR et al.,
2012; LI et al, 2013). Das DOX wandert entlang des entstandenen
Konzentrationsgradienten tief in das Tumorgewebe und ist sofort bioverfiigbar.
Manzoor et al. konnte in einem Fensterkammermodel an der Maus zeigen, dass
DOX aus LTSL signifikant tiefer in den Tumor eindringt als freies DOX.
AuBerdem konnte anhand von histologischen Tumoranalysen nachgewiesen

werden, dass DOX aus LTSL auch tiefer als Doxil® in das Tumorgewebe
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eindringt (MANZOOR et al., 2012).

PEGylierte Liposomen zirkulieren Uber einen langeren Zeitraum im Gefallsystem
des Korpers und passieren mehrfach durch den Tumor (KONING et al., 2010). Es
kommt zu einem passiven Targeting des Tumors durch den EPR-Effekt (enhanced
permeability and retention effect) (LANDON et al., 2011; MAEDA et al., 2013).
Dieser Effekt beruht auf einer erhohten Durchldssigkeit des GeféRendothels des
Tumors, welches Poren bis zu 800 nm Durchmesser aufweist. Eine Extravasation
der Liposomen mit einer Grofke von 50 bis 250 nm kann dadurch problemlos
stattfinden (LINDNER & ISSELS, 2003; LAGINHA et al., 2005). Durch einen
stark beeintrachtigten Lymphgefalaufbau innerhalb des Tumors bleiben die
Liposomen Uber einen langeren Zeitraum im Tumorinterstitium (MAEDA et al.,
2013).

Nur freigesetztes DOX weist eine biologische Aktivitat auf. Der therapeutische
Effekt des liposomalen DOX korreliert mit dem Niveau des verfugbaren DOX
und nicht mit der totalen Menge an DOX im Tumor. Freies DOX kann einerseits
in die Tumorzellen diffundieren und im Zellkern an die DNA binden (LAGINHA
et al., 2005), anderseits kann auch eine Bindung im Zellkern der Endothelzellen
stattfinden (NEEDHAM et al., 2000). Durch ein aktives oder passives Targeting
weist liposomales DOX bei der Therapie von einigen soliden Tumoren Vorteile
gegenuber freiem DOX auf (LAGINHA et al., 2005).

3. Hyperthermie

3.1 Entwicklung und Durchfihrung

Bei einer Hyperthermietherapie wird der Korper oder Bereiche des Korpers iiber
die physiologische Kdrpertemperatur hinaus erwérmt. Die Zieltemperatur betragt
40 bis 44 °C und muss dementsprechend vom thermoablativen Verfahren
unterschieden werden. Beim thermoablativen Verfahren entstehen durch
Temperaturen iiber 60 °C irreversible Koagulationsnekrosen im Tumor. Der
potentielle Vorteil einer Tumorbehandlung mittels Hyperthermie wurde schon in

den 70er Jahren erkannt. Daraus entwickelten sich verschiedene



I1. Literaturlibersicht 12

Behandlungsmethoden. Mittlerweile wird zwischen einer lokalen, regionalen,
interstitiellen, Teilkorper-, sowie einer Ganzkorperhyperthermiebehandlung
unterschieden. Die Lage des Tumors entscheidet dariiber, welche Methode
verwendet wird. Die  Teilkérperhyperthermie  bietet die  meisten
Anwendungsmoglichkeiten und wird unter nichtinvasiver MRT-Kontrolle
durchgefiihrt. Hier entsteht die Moglichkeit tiefer gelegene Tumoren zu
therapieren (WUST et al., 2003). Die Erwdrmung der Zielldsion kann durch
Ultraschall, Hochfrequenzultraschall, Mikrowellen oder Laser herbeigefiihrt
werden, dementsprechend gibt es Hyperthermiesysteme mit verschieden
aufgebauten Applikatoren. Ausschlaggebend fiir die Therapie ist, dass die
Temperatur in der Zielldsion und in dem umliegenden Gewebe aufgezeichnet
wird. So kann kontrolliert werden, dass die erwiinschte Temperatur in der
Zielldsion erreicht wird und keine Hotspots im umliegenden gesunden Gewebe
entstehen. Eine Temperatursonde wird in der Zielldsion platziert und eine zweite
am umliegenden gesunden Gewebe angebracht. Eine dritte Sonde kontrolliert die
systemische Korpertemperatur (BRUGGMOSER et al., 2012). Da Tumoren einen
recht heterogenen Aufbau aufweisen, ist eine gleichmidfige Erwidrmung im
gesamten Tumor schwer zu erreichen (LANDON et al., 2011). Fiir die
Therapieevaluierung wird der experimentelle Wert CEMy; (dquivalente Anzahl
Minuten bei einer Temperatur von 43 °C) herangezogen. Dieser Wert setzt sich
aus den unterschiedlichen Temperaturabschnitten wihrend der Hyperthermie
zusammen, dabei beschreibt CEMy; den therapeutischen Nutzen fiir eine
angewandte Temperatur (ISSELS, 2008; LINDNER & ISSELS, 2011). Anhand
von Temperaturanalysen wurde nachgewiesen, dass Patienten, die nach der
Therapie iiber einen ldngeren Zeitraum eine lokale Tumorkontrolle aufwiesen,
signifikant hohere Temperaturen im Tumor zeigten, als Patienten die nicht auf die

Therapie angesprochen hatten (ISSELS et al., 1991; SCHLEMMER et al., 2003).

Die Therapiedauer einer Standardhyperthermie betrdgt in der Regel 60 Minuten,
plus einer Aufwirmphase von maximal 30 Minuten. Da diese Therapie hiufig
mehrmals durchgefiihrt wird, muss auf eine identische Lagerung der Patienten bei

jeder Sitzung geachtet werden (BRUGGMOSER et al., 2012).

Zu Beginn der Hyperthermieforschung war das Ziel, einen Zelltod durch relativ

hohe Temperaturen zu erreichen. Diese Festlegung wurde lange nicht in Frage
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gestellt und die Erkenntnisse Uber die entscheidenden biologischen Effekte, die
durch die Kombination aus Hyperthermie und anderen onkologischen Therapien
hervorgerufen werden, blieben unbekannt. Positive biologische Effekte werden
mit Temperaturen zwischen normothermen Bedingungen und zytotoxischen
Temperaturen, sprich zwischen 39 bis 42 °C, erreicht, wenn diese Uber einen
Zeitraum von einer Stunde appliziert werden. Zu den positiven Effekten zahlen
die Inhibition der Reparatur von Zellschdden, welche durch die mit dazu
angewandte Therapie verursacht worden sind, sowie Veranderungen in der
GeféaBperfusion und damit die Reoxygenierung innerhalb des Tumors. AuBerdem
findet eine Freisetzung von Hitzeschockproteinen statt, welche eine Stimulation
des Immunsystems bewirkt (DEWHIRST et al., 2005).

Hyperthermie als Bestandteil der Tumortherapie wird in Deutschland relativ
hiufig eingesetzt, in Vergleich zu anderen europédischen Léndern. Dabei befinden
sich fiihrende deutsche Forschungseinrichtungen am Klinikum GroBhadern in
Miinchen sowie am Klinikum Charit¢ in Berlin. Neben anderen europdischen
Forschungsinstituten ist die Duke Universitdtsklinik in Durham, USA, fiihrend
(WUST et al., 2003).

3.2 Wirkung auf Zellniveau

Eine maligne Transformation der Zellen findet in der Synthesephase (S-Phase)
des Zellzyklus statt. Zellen reagieren in dieser Phase besonders empfindlich auf
eine Erwdrmung und die Transformation kann durch eine Hyperthermie reduziert
werden (ISSELS, 2008). Eine direkte zytotoxische Wirkung der Hyperthermie
wird mit Temperaturen Uber 43 °C erreicht. Durch die Denaturierung der
Zellproteine gehen die Zellen zugrunde (ISSELS, 2008). Temperaturen unter 43
°C sind nicht direkt zytotoxisch, sondern fiihren zu subletalen Schadigungen. Das
bedeutet, dass diese Temperaturen nicht zu DNA-Strangbriichen flihren, sondern
zu Veranderungen in der Chromatinstruktur, welche die DNA-Reparatur
beeinflussen. Eine Nekrose oder Apoptose, die letztendlich zum Zelluntergang
fahrt, wird erst durch die Kombination von Hyperthermie und Chemo- oder
Strahlentherapie hervorgerufen (ISSELS, 2008). Auf molekularer Ebene fiihrt
eine Erwarmung zu Instabilitdt und schliellich zur irreversiblen Zerstérung von
Proteinen des Zellkerns, Zytoplasma und Zellmembran. Dadurch folgt eine

Hemmung der Reparaturmechanismen der DNA sowie von Proteinen, die fur die
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Zellzyklusregulation verantwortlich sind (ISSELS, 2008). Die Zelle antwortet
darauf mit einer ansteigender Produktion von sogenannten Hitzeschock-Proteinen
(HSP) (SAUTER et al., 2000; NOESSNER et al., 2002). Aufgrund der Expression
der HSP an der Zellmembran der Tumorzellen werden diese Zellen von
natlrlichen Killerzellen erkannt (GASTPAR et al., 2005) und das angeborene
Immunsystem wird aktiviert (STANGL et al., 2011). Sterben Tumorzellen ab,
konnen Komplexe aus HSP-Peptiden freigesetzt werden. Werden diese den
dendritischen Zellen présentiert, kommt es zu einer adaptiven T-Zell Antwort
(SAUTER et al., 2000; NOESSNER et al., 2002). Eine Erwarmung des Tumors
hat meist eine positive Auswirkung auf das Immunsystem des Patienten und kann,
sowohl das angeborene, als auch das adaptive Immunsystem aktivieren (MILANI
etal., 2002).

3.3. Kombinationstherapie

3.3.1. Hyperthermie und Chemotherapeutika

In Vergleich zum normalen Gewebe ist der GefdBaufbau innerhalb eines soliden
Tumors chaotisch, wodurch hypoxische Areale mit niedrigen pH-Wert entstehen
(LINDNER & ISSELS, 2011). Kritische Faktoren fiir die Medikamentenaufnahme
in den Tumor sind der Blutfluss und die vaskuldre Permeabilitit, wobei diese
Faktoren durch die Hyperthermie gefordert werden (JAIN, 2005; ISSELS, 2008).
Eine erhohte vaskuldre Perfusion und damit gesteigerte Permeabilitidt wird durch
die lokale Tumorerwdrmung auf Temperaturen zwischen 40 bis 43 °C erreicht.
Hypoxische Areale werden, durch den erhohten Blutfluss, besser mit Sauerstoff
versorgt und Chemotherapeutika konnen diese Tumorbereiche besser erreichen
(LANDON et al., 2011). Daraus geht hervor, dass Tumorzellen in Bereichen mit
einer niedrigen Perfusion sowohl sensitiv auf die Hyperthermie reagieren, als
auch nahezu selektiv zerstort werden konnen (VAUPEL et al., 1989). Dieser
positive Effekt tritt nicht bei Temperaturen unter 40 °C auf. Bei hohen
Temperaturen konnen Gefalverschliisse und Blutungen auftreten, die zu einem
reduzierten Blutfluss und damit zu einer schlechteren Versorgung mit dem
Chemotherapeutikum fiihren, deshalb wird die Hyperthermie bei Temperaturen
von 40 bis 43 °C durchgefiihrt (LANDON et al., 2011).

Die Interaktion zwischen DOX und Wirme zeigt einen Schwellenwert bei
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ungefihr 42,5 °C (ISSELS, 2008). Durch die Kombination kommt es zur erhéhten
Aufnahme des Chemotherapeutikums im Nucleus der Tumorzelle. Die Reparatur
von letalen oder subletalen Schidden, die durch das Chemotherapeutikum
hervorgerufen worden sind, wird ebenfalls gebremst. Diese Faktoren fiihren zu
einer gesteigerten Wirkung des Chemotherapeutikums. FEine geringerer
synergistischer Effekt wird beobachtet wenn die Hyperthermie vor der DOX-Gabe
appliziert wird (ISSELS, 2008).

Eine synergistische Hyperthermie fordert die Toxizitdt des Chemotherapeutikums
innerhalb des Tumors, ohne die systemische Toxizitdt zu verstirken (ISSELS,
2008). In vivo nehmen die nekrotischen Anteile des Tumors durch die kombinierte
Therapie zu, wobei das Ausmal} dieser nekrotischen Anteile herangezogen wird,

um das Ansprechen auf die Therapie zu beurteilen (LINDNER & ISSELS, 2011).

3.3.2. Hyperthermie und thermosensitive Liposomen

Die Therapiekombination aus Hyperthermie und thermosensitiven Liposomen
ermoglicht, durch ein externes Targeting, eine exakte Freisetzung des Wirkstoffes
innerhalb der Blutgefd3e des Tumors. Es folgt, wie bereits dargelegt, eine erhohte
Extravasation der Liposomen in das Tumorgewbe (LANDON et al., 2011).
Dadurch werden die systemischen Nebenwirkungen minimiert, denn die
maximale Wirkstoffkonzentration befindet sich lokal im Tumor (MATTEUCCI et
al., 2000).

Traditionelle thermosensitive Liposomen brauchen relativ hohe Temperaturen,
42,5 bis 44,5 °C, um ihren Inhalt freizusetzen (YATVIN et al., 1978; YATVIN et
al., 1981; GABER et al., 1996). Wenn Tumoren auf diese Temperaturen erhitzt
werden, entstehen Schmerzen fiir den Patienten und die Gefahr einer Schiadigung
der umliegenden Gewebe ist erhoht (DEWHIRST & SIM, 1984; DEWHIRST et
al., 1984; BEN-YOSEF & KAPP, 1992; THRALL et al., 1992).

Die Entwicklung von neuartigen thermosensitiven Liposomen, LTSL, ermoglicht
eine Wirkstofffreisetzung schon bei Temperaturen von 39 bis 42 °C. Diese
Temperaturen konnen bei oberflachlichen und auch etwas tiefer gelegenen
Tumoren leicht erreicht werden (LEOPOLD et al., 1992; SHERAR et al., 1997,
WUST et al., 1998; MILANI et al., 2008; OVERGAARD et al., 2009).
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3.4. Humanmedizinischer Einsatz der Hyperthermie

Eine Hyperthermie-Therapie stellt einen Teil in einer Multimodalitétstherapie dar
und wird nur mit einer anderen onkologischen Therapie, wie Chemotherapie oder
Bestrahlungstherapie, durchgefiihrt (WUST et al.,, 2003). Seit Anfang der
neunziger Jahren wurden diese Kombinationstherapien fiir unterschiedliche
Tumoren, sowohl Weichteilsarkome, als auch andere Tumorarten, in mehreren
klinischen Studien untersucht. Beispielsweise konnten Romanowski et al. in einer
Phase-II-Studie von pédiatrischen Ewing- und Weichteilsarkomen, verbesserte
Tumoransprechraten zeigen (ROMANOWSKI et al., 1993), was Wendtner et al.
auch in einer Studie mit retroperitonealen und viszeralen Hochrisiko-
Weichteilsarkomen bei adulten Patienten nachweisen konnten (WENDTNER et
al., 2002). In mehreren Studien iiber lokal fortgeschrittene Weichteilsarkome
konnten Issels et al. erfolgsversprechende Daten zeigen (ISSELS et al., 1991;
ISSELS et al.,, 2001). Der Nachweis, dass die Kombination aus regionaler
Hyperthermie und prd- und postoperativer Chemotherapie effektiver als eine
alleinige chemotherapeutische Behandlung von Hochrisiko-Weichteilsarkomen
beim Menschen ist, wurde von Issels et al. in der ersten groBen randomisierten
Phase-I1I-Multicenter-Studie erbracht (ISSELS et al., 2010). In der Studie wurden
sowohl Patienten mit Primartumoren, als auch Patienten mit Rezidiven behandelt.
Die Patienten wurden in zwei Therapiegruppen aufgeteilt, wobei die erste Gruppe
Chemotherapie in Kombination mit regionaler Hyperthermie erhielt und bei der
anderen Gruppe wurde nur Chemotherapie verabreicht. Patienten der
Kombinationsgruppe wiesen signifikant bessere krankheits- und progressionsfreie

Uberlebenszeiten auf (ISSELS et al., 2010).

Auch in anderen Studien konnten die verbesserten Ergebnisse aus der
kombinierten Therapie von regionaler Hyperthermie, Strahlentherapie und

Chemotherapie nachgewiesen werden (FALK & ISSELS, 2001).

Eine neoadjuvante Verabreichung von Chemotherapie und Hyperthermie weist im
Vergleich zu einer postoperativen Gabe einige Vorteile auf. Durch
GroBenverdnderungen des Tumors kann ein Ansprechen auf die Therapie
aufgezeichnet werden und prognostische Informationen konnen gewonnen
werden. Der Primédrtumor kann ,,downgestaged” werden und zuvor inoperable

Lésionen kdnnen mit der praoperativen Gabe operabel werden (SCHLEMMER et
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al., 2003). In einer Studie von Schlemmer et al. konnte nachgewiesen werden,
dass Patienten mit einem mikroskopischen Tumorrest vor Beginn der
Kombinationstherapie, ein signifikant héheres Risiko eines Rezidives aufwiesen,
im Vergleich zu Patienten welche die Kombinationstherapie bereits vor einer

operativen Entfernung des Tumors erhalten hatten (SCHLEMMER et al., 2003).

Weiterhin konnte der vorteilhafte Effekt der Hyperthermie in Kombination mit
Strahlentherapie belegt werden, beispielsweise fiihrte diese Kombination beim
Zervixkarzinom zur besseren lokalen Tumorkontrolle sowie zu lidngeren

Uberlebenszeiten (VAN DER ZEE et al., 2000).
3.5. Veterinarmedizinischer Einsatz der Hyperthermie

In der Veterindrmedizin hat sich, anders als in der Humanmedizin, die
Hyperthermie als ein regelméfBiger Bestanteil der Tumortherapie noch nicht

vollstédndig durchgesetzt.

Der biologische Effekt der Hyperthermie auf Zellebene wurde zuerst in
Nagermodellen mit unterschiedlichen experimentell implantierten Tumoren
untersucht. Weiterhin wurde die Wirkstofffreisetzung und -verteilung von
arzneimittelbeladenen Liposomen ebenfalls in Nagermodellen erforscht. In einem
Fibrosarkom-Ratten-Model konnten siebenfach hohere intratumorale DOX-
Konzentrationen und  signifikant  héufigere = Tumorvolumenreduktionen
aufgezeichnet werden, nachdem DOX-beladende TSL systemisch appliziert
worden waren (SCHMIDT, 2011).

Hyperthermie von kaninen Tumoren ruft die gleichen synergistischen Effekte wie
beim Menschen hervor. Gillette et al. dokumentierte eine bessere lokale
Tumorkontrolle von kaninen Weichteilsarkomen durch eine Kombination aus
Strahlentherapie und Hyperthermie, im Vergleich zu einer alleinigen
Strahlentherapie. Es wurden keine vermehrten Toxizitdten beobachtet
(GILLETTE et al., 1992). Hauck et al. fithrten eine Phase-I-Studie bei Hunden mit
spontan entstandenen Tumoren durch, bei welcher LTSL mit eingeschlossenem
DOX simultan zur regionalen Hyperthermie appliziert wurde. Eine deutlich
hohere Ansprechrate von 30%, im Vergleich zur 22% mit einer Monotherapie mit

DOX, konnte aufgezeichnet werden, obwohl dies kein primérer Endpunkt der
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Studie war (OGILVIE et al., 1989; HAUCK et al., 2006).

Die applizierte Wiarmedosis steht bei bestrahlten kaninen Weichteilsarkomen in
direkter Verbindung zu der Dauer der lokalen Tumorkontrolle (THRALL et al.,
2005). Dieses Phidnomen ist auch bei oberflachlichen Tumoren beim Menschen
bekannt (JONES et al., 2005). In einer anderen Studie stellten Thrall et al. fest,
dass die Verteilung der Wirmedosis iiber wenige Fraktionen bei hoheren
Temperaturen zu besseren Ergebnissen fiihrte, als wenn die Dosis iiber mehrere
Fraktionen hinweg mit niedriger Temperatur appliziert wurde (THRALL et al.,
2012).

Uber die Hyperthermie bei der Katze wurden erst wenige Daten verdffentlicht. In
einer Studie wurde die Anreicherung von nicht thermosensitiven Liposomen,
welche mit Technetium-99-m beladen waren, im Tumorgewebe und in einigen
Organen untersucht. Die Untersuchungen wurden unter normothermen
Bedingungen und 60 Minuten nach einer Hyperthermie-Applikation durchgefiihrt.
Es konnte gezeigt werden, dass die intratumorale Anreicherung der Liposomen
nach der Hyperthermie um den Faktor 13 angestiegen war, in Vergleich zu
normothermen Bedingungen (MATTEUCCI et al., 2000). Zimmermann setzte das
DPPG,-TSL-DOX mit niedrigen Dosen, in Bereich von 0,1-0,4 mg/kg, in
Kombination mit RHT bei inoperablen FISS ein. Bereits bei diesen Dosen konnte
ein Tumoransprechen bei akzeptablen lokalen Nebenwirkungen aufgezeichnet

werden (ZIMMERMANN, 2014).

4. Toxizitat

4.1. Hyperthermie

Auftretende Nebenwirkungen werden meistens durch die in Kombination mit der
Hyperthermie durchgefiihrte Therapie hervorgerufen. Allerdings konnen diese
durch die Hyperthermie verstirkt werden (BRUGGMOSER et al., 2012). Das
Hauptrisiko bei der Durchfiihrung einer Hyperthermie ist eine ungewollte
Temperaturerh6hung im gesunden Gewebe. Liegt die erreichte Temperatur unter

44 °C sind beim Menschen Empfindungsstdrungen, Schmerzen, Hautirritationen
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bis hin zu einem lokalen Odem dokumentiert. Der Bolus des Applikators kann
Druckschmerz ausiiben. Eine langanhaltende Uberhitzung kann zu
Gewebeschadigungen und letztlich Nekrose fiihren (BRUGGMOSER et al.,
2012). Der Schwellenwert fiir diese irreversiblen Schiadigungen liegt bei 44 bis
46 °C, ist aber vom Gewebe abhingig (HAVEMAN et al., 2003;
YARMOLENKO et al., 2011).

Spezifische Nebenwirkungen hervorgerufen durch eine Hyperthermie werden
anhand von CTCAE (Common Toxicity Criteria Adverse Events) und QMHT
(Quality Management in Hyperthermia) klassifiziert. Hierbei wird zwischen
akuten, subakuten und spiten Nebenwirkungen unterschieden. Akute
Nebenwirkungen treten wiahrend der Therapie auf und beinhalten Hautschmerz,
Hotspots und Druck durch den Bolus. Subakute Nebenwirkungen konnen bis
einschlieBlich 6 Monate nach Beendigung der Therapie auftreten und beinhalten
Hautschmerz, Odem und Verbrennungen. Treten diese Nebenwirkungen spiter als
nach 6 Monaten auf, werden diese zu den spiten Nebenwirkungen gezdhlt

(BRUGGMOSER et al., 2012).
4.2. Liposomen
4.2.1.  Systemische Toxizitat

Liposomen besitzen die gleiche Grofle wie Nanobakterien und koénnen vom
Immunsystem als fremd erkannt werden. Wenn dies passiert, konnen mehrere
unerwiinschte Reaktionen, wie ein Hypersensitivitdtssyndrom, ausgelost werden.
Diese entstandene Pseudoallergie (C activation-related pseudoallergy, CARPA) ist
eine der wichtigsten Reaktionen. Diese Reaktion ist meistens mild und transient,
kann aber auch schwerwiegend sein und mit dem Tod enden (SZEBENI et al.,

2011).

Eine Reaktion auf die Liposomen wird vor allem bei der ersten Applikation gleich
zu Beginn der Gabe erwartet, moglich ist aber auch ein Auftreten wihrend der
zweiten oder dritten Therapiesitzung. Die Reaktionen betreffen vor allem das
Herzkreislauf- und Respiratorische System in Form von anaphylaktoiden
Reaktionen. Berichte iiber neuropsychosomatische Symptome beim Menschen

liegen ebenfalls vor (SZEBENI et al., 2011). Wenn eine Reaktion auftritt, sollte
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die Infusionsrate des Medikaments herabgesetzt werden, in schweren Fillen muss
die Infusion gestoppt und der Patient symptomatisch therapiert werden (LENZ,
2007; SZEBENI et al., 2011).

Bei Katzen, die auf Grund ihres Fibrosarkoms, liposomales DOX in Form des
Doxil® erhielten, konnten bei 17% der Patienten anaphylaktische Reaktionen
beobachtet werden (POIRIER et al., 2002). In einer anderen Studie wurden
Katzen vor der Applikation mit Prednisolon pramediziert und es traten keine
anaphylaktoiden Reaktionen auf (KLEITER et al., 2010).

Anaphylaktische Reaktionen wurde bei Hunden mit Tumoren unterschiedlicher
Genese beobachtet, die DOX-LTSL simultan zur lokalen Hyperthermie appliziert
bekamen. Durch eine Primedikation mit Antihistaminika und Steroiden konnten
diese Reaktionen unterdriickt werden. In dieser Studie wurde auBlerdem die
maximal tolerierte Dosis untersucht, welche knapp unter der vom freien DOX lag.

(HAUCK et al., 2006).

4.2.2. Lokale Toxizitat

Es ist nachgewiesen, dass liposomales Doxorubicin beim Menschen zum palmar-
plantaren Erythrodyséasthesie-Syndrom, auch Hand-Ful3-Syndrom genannt, fiihren
kann. Die Ursache liegt wahrscheinlich an einer verstarkten Extravasation der
Liposomen im Hand- und FuRbereich, die in gréflerem Ausmall beansprucht
werden als andere Korperteile (GORDON et al., 1995; LYASS et al., 2000). Ein
solche Reaktion konnte ebenfalls beim Hund dokumentiert werden (HAUCK et
al., 2006). 22% der Katzen, die liposomales DOX erhielten, entwickelten kutane
Reaktionen. Diese kamen in Form von Alopezie, Hyperpigmentation, Erythem
und Papeln, vor allem periocular und an distalen GliedmaRen, vor. Diese
Veranderungen traten nach mehreren Applikationen auf, waren nicht schmerzhaft
und verhinderten nicht die weitere Behandlung (POIRIER et al., 2002).

4.3. Doxorubicin

Doxorubicin wird als Chemotherapeutika bei einigen Tumoren der Katze
routinemafig eingesetzt. Haufig gesehene Nebenwirkungen sind Nausea und
Anorexie, welche in einer Gewichtsabnahme resultieren. Zytopenien, wie

Neutropenien und Thrombozytopenien, kdnnen durch eine direkte Schadigung des
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Knochenmarkes entstehen. Auftreten von Anédmien und Niereninsuffizienzen sind
auch moglich, allerdings meistens erst nach mehrfachen Applikationen. Die
kumulative Dosis fur solche chronischen Nebenwirkungen des DOX liegt bei
einer Gabe von 180 bis 240 mg/m? (MAULDIN et al., 1988; O'KEEFE et al.,
1993; KENT, 2013) Kardiale Nebenwirkungen, wie akut -einsetzende
Arrhythmien und chronische Schadigungen des Herzmuskels, sind bei Katzen

nicht dokumentiert.

5. Pharmakokinetik

Wird freies DOX intravends appliziert fuhrt dies zu einer schnellen Verteilung des
DOX zwischen Plasma und Gewebe. Nach einiger Zeit stellt sich ein
Gleichgewicht zwischen den beiden Kompartimenten ein. Dieser Zustand kann
anhand eines Mehr-Kompartiment-Modells beschrieben werden. Durch die
Metabolisierung und Exkretion tber die Nieren kommt es zur raschen Elimination
des DOX aus dem Plasma und damit aus dem Korper. Folglich ist der Wert der
ersten Eliminationshalbwertzeit, t,, niedrig. Durch die Elimination aus dem
Blutplasma diffundiert das im Gewebe vorhandene DOX entlang des
Konzentrationsgradienten zurilck in das Blutplasma. Danach folgt die Elimination
wie zuvor beschrieben, was zu einem ldngeren zweiten Eliminationshalbwert, tg
fuhrt. Dementsprechend gering ist die AUC (Area under the curve) (ALLEN,
2007).

Wird statt freiem DOX eine liposomale Formulierung intravends verabreicht,
befindet sich das eingeschlossene DOX vor allem im Blutgefalsystem.
Mathematisch entspricht dies einem Ein-Kompartiment-Modell. Eine Diffusion
ins Gewebe wird durch die GroRe der Liposomen beschrénkt. Die rasche
Elimination durch die Aufnahme in die Zellen des RES uberwiegt die Diffusion
ins Gewebe, bis die Aufnahmekapazitdt dieser Zellen erreicht ist. Wird eine
Oberflachenveranderung der Liposomen vorgenommen, kann diese Elimination
verzogert werden, da die Erkennbarkeit durch den Organismus vermindert wird.
Nachdem die Aufnahmekapazitit des RES erreicht ist, folgt die Verteilung und
Elimination des DOX, wie bereits fiir freies DOX beschrieben. In diesem Fall

beschreibt t, die Elimination durch das RES, tg beschreibt die Elimination nach
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der Séattigung des RES. Die AUC ist grofRer als bei einer Verabreichung von
freiem DOX (ALLEN, 2007).

Schmidt konnte anhand von Pharmakokinetikuntersuchungen mit DPPG,-TSL-
DOX an der Ratte nachweisen, dass die Pharmakokinetik dieser Formulierung mit
der des Ein-Kompartiment-Modells tbereinstimmt (SCHMIDT, 2011).

6. Dosisfindungsstudie

6.1. Definition

Ein neues Medikament muss in unterschiedlichen wissenschaftlichen Phasen nach
der EU-Richtlinie 2001/82/EG gepriift werden, um eine Zulassung zu erhalten.

In der Phase-0-Studie (praklinische Phase) wird in vitro die Pharmakodynamik
und -kinetik des Medikaments in subtherapeutischen Dosen untersucht. Nach
erfolgreichem Abschluss dieser Phase folgt die Phase-I-Studie, in welcher die
maximal vertragliche Dosis ermittelt wird. AuBerdem finden weitere
Pharmakodynamische und -kinetische Untersuchungen statt. In einer folgenden
Phase-11-Studie wird das Therapiekonzept tberprift und mit der geeigneten Dosis
wird die Wirksamkeit des Medikamentes bestimmt. In der Phase-111-Studie wird
das neue Medikament mit einer etablierten Standardtherapie verglichen. Wenn der
Wirkungsnachweis erbracht wurde, kann das Medikament zugelassen werden.
Eine Phase-1V-Studie kann nach einer Zulassung folgen, um beispielsweise sehr

seltene Nebenwirkungen feststellen zu kénnen.

Erreicht ein neues Medikament die erste Phase, liegt die Chance auf eine
Zulassung, laut einer Food and Drug Administration (FDA)-Publikation von
2004, nur bei 8%. Die Ursache ist in vielen Féllen eine geringe Wirksamkeit oder
unvorteilhafte Pharmakokinetik des Medikaments im Menschen (KUBINYI,
2003). Die in Tierversuchen erhobenen Toxizitatsdaten weisen eine hohe
Ubereinstimmung mit denen des Menschen auf. Deswegen wird das Auftreten
von unerwarteten Nebenwirkungen im Menschen nur in 10% der Félle als
Ursache gefunden (GREAVES et al., 2004).
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Dem ersten Einsatz des Medikamentes DPPG,-TSL-DOX gingen Phase-0-
Untersuchungen im Ka&lber- und humanem Serum voraus. Weitere
Untersuchungen wurden in einer Nagerstudie durchgefihrt, aulerdem wurde das
Medikament in einem Rattenmodell mit implantierten Tumoren -eingesetzt
(SCHMIDT, 2011). Es folgten in-vitro-Untersuchungen am Katzenplasma, bevor
das Medikament Einsatz bei der Katze fand. Zimmermann untersuchte die
Pharmakokinetik, Vertraglichkeit und Wirksamkeit des Medikaments bei
steigender Dosis von 0,1 bis einschlielich 0,4 mg/kg DPPG,-TSL-DOX
(ZIMMERMANN, 2014).

6.2. Zielpunkte der Studie

Zimmermann hat bewiesen, dass die Verabreichung von DPPG,-TSL-DOX,
simultan zur regionalen Hyperthermie bei Katzen mit einem Fibrosarkom,
praktikabel und durchfiihrbar ist. In dieser Studie wurde die maximal tolerierte
Dosis (MTD) nicht erreicht (ZIMMERMANN, 2014).

Ziel der vorliegenden Studie ist es die Dosis von DPPG,-TSL-DOX, simultan zu
regionaler Hyperthermie bei Katzen mit einem Fibrosarkom, weiter zu steigern

um die MTD zu erreichen.

Dementsprechend waren die primaren Endpunkte die Evaluierung der Toxizitét
und Pharmakokinetik sowie die Bewertung der Effektivitit der Therapie und des
Therapieerfolges wéhrend der Dosiseskalation. Zudem wurde auf die
Praktikabilitdt und Durchfiihrbarkeit geachtet.



111. Material und Methoden 24

1. MATERIAL UND METHODEN

1. Patientenauswahl

1.1. Selektion der Patienten

EIf Katzen in Privatbesitz, mit zytologisch oder histologisch bestatigter Diagnose
eines Fibrosarkoms am Rumpf wurden nach Présentation in der Abteilung fur
Onkologie an der Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen in die Studie
aufgenommen. Sieben der Patienten wiesen einen Primartumor auf, die restlichen

vier Patienten wurden mit einem Tumorrezidiv préasentiert.

Ein Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach 88 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes (AZ: 55.2.-1-54-2532-154-11) wurde gestellt und genehmigt.

1.2. Aufnahme- und Ausschlusskriterien

Klinisch gesunde Katzen mit einem fortgeschrittenen, am Rumpf lokalisierten,
Fibrosarkom wurden in die Studie aufgenommen, wobei die zu erwartende
Uberlebenszeit mindestens sechs Monate betragen sollte. Ab Patient # VI wurden
nur Patienten in die Studie aufgenommen, bei denen der Tumordurchmesser nicht
mehr als finf cm betrug, da dies eine optimale GroRe fir das verwendete

Hyperthermiegerat ist.

Katzen mit einer Felines Leukamievirus (FeLV)-Infektion, einer bekannten Herz-
oder Nierenerkrankung, wurden aus der Studie ausgeschlossen. Ein Tumor-
Rezidiv innerhalb eines zuvor bestrahlten Korperabschnitts fiihrte zur
Nichtaufnahme in die Studie. Das Risiko lokaler Nebenwirkungen fur die
vorbehandelte Haut wére wahrscheinlich hoher gewesen, da die vorbehandelte
Haut in Vergleich zur nicht vorbehandelten Haut dinner ist. Ein Tumor im
Gliedmalienbereich stellte ein weiteres Ausschlusskriterium dar, da bei dieser
Lokalisation eine GliedmaRenamputation die Therapie der Wahl darstellt. Katzen,
die mit Metastasen vorgestellt wurden, konnten ebenfalls nicht in die Studie
aufgenommen werden, weil eine Behandlung von Metastasen mit dieser Therapie

nicht moglich ist.
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2. Eingangsuntersuchungen

Vor Therapiebeginn wurde jede Katze grundlich untersucht. Diese
Untersuchungen dienten einerseits als Tumorscreening, anderseits auch dem
Ausschluss eventueller tumorunabhangiger Erkrankungen. Es wurden folgende
Bestimmungen  durchgefuhrt:  Blutbild,  Differentialblutbild,  klinische
Serumchemie und Gesamtthyroxin. Der Thorax wurde in drei Ebenen gerdntgt,
und das Abdomen ultrasonographisch untersucht. Eine ultrasonographische
Untersuchung des Herzens, sowie die Erstellung eines Elektrokardiogramms
wurden ebenfalls durchgefihrt. Die speziellen Untersuchungen am Tumor waren
GroRenbestimmung mittels einer elektronischen Schieblehre (Brown&Shape,
TESA, Schweiz) sowie ein PET-MRT (Biograph mMR, Siemens Healthcare
Diagnostics GmbH, Eschborn. 3,0 Tesla). Mittels der Aufnahmen aus der PET-
MRT konnte das vollstdndige Tumorausmall ermittelt werden. Als Pharmakon
wurde das FDG (*®F-Fluordesoxyglucose) benutzt. Patient # IV und # V aus der
zweiten Dosisgruppe stellten eine Ausnahme dar. Bei diesen Patienten wurde statt
einer PET-MRT ein MRT (1.5 Tesla Magnetom, Symphony, Siemens Health
Care, Erlangen) durchgefuihrt. Die Daten aus der PET-MRT bzw. MRT waren
essentiell bei der individuellen Vorbereitung des Patienten Set up inklusive
Patientenlagerung und Applikatorpositionierung am Tumor. Die Auswertung der
PET-MRT ist kein Bestanteil dieser Arbeit.

3. Dosiseskalation

Die eingeschlossenen Katzen wurden in drei verschiedene Therapiegruppen
aufgeteilt: In die erste Gruppe wurden drei Katzen (# I-111) eingeschlossen. Diese
Patienten erhielten 0,6 mg/kg DPPG,-TSL-DOX. Eine Ausnahme stellt Patient #
I11 dar, welcher bei der letzten Sitzung auf Grund von Tumorprogression einmalig
eine Dosis von 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX erhielt.

In der zweiten Therapiegruppe wurden vier Katzen eingeschlossen (# IV-VII) und
die Dosierung von DPPG,-TSL-DOX wurde auf 0,8 mg/kg erhoht. In der letzten
Gruppe wurden ebenfalls vier Katzen eingeschlossen (# VIII-XI), welche 1,0
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mg/kg DPPG,-TSL-DOX bekamen. Diese Dosierung entspricht der

Standarddosierung von freiem DOX.

4. Therapieprotokoll

Fur die Katzen in der ersten und zweiten Gruppe waren sechs Behandlungszyklen
in zweiwodchigem Abstand vorgesehen. Jeder Behandlungszyklus beinhaltete die
Applikation von DPPG,-TSL-DOX streng i.v. uber 15 Minuten simultan zur
regionalen Hyperthermie. Die Pharmakokinetik der Liposomen unter Einfluss der
Hyperthermie wurde in der ersten und zweiten Dosisgruppe wahrend einer

Sitzung mitbestimmt.

Eine Ausnahme stellten die Patienten # IV und #V der zweiten Dosisgruppe dar.
Fur diese Patienten waren, genauso wie fiir die Patienten der dritten Dosisgruppe
sieben Behandlungszyklen in zweiwdchigen Abstand vorgesehen. Bei der ersten
Sitzung erfolgte die alleinige Applikation des DPPG,-TSL-DOX, um die
Vertraglichkeit des Medikaments zu prufen und um die Pharmakokinetik der
DPPG,-TSL-DOX ohne den Einfluss der Hyperthermie zu untersuchen, da eine
hohe Dosierung gewahlt worden war. Bei den folgenden sechs Sitzungen erfolgte
die Applikation des DPPG,-TSL-DOX simultan zu regionaler Hyperthermie. Eine
pharmakokinetische Untersuchung der Liposomen in vivo erfolgte wahrend der

ersten und zweiten Sitzung.
4.1. Kontrolluntersuchungen wahrend der Therapie

Eine Kontrolle des Blutbildes mit Differentialblutbild, sowie des Serum-
Organprofils inklusive Serumelektrolyte wurde am Tag der Therapie, sowie 7
Tage spéater durchgefuhrt. AuRerdem wurden zu diesen Zeitpunkten eine klinische
Allgemeinuntersuchung, sowie eine manuelle Ausmessung des Tumors

vorgenommen.

! Ubersichtstabelle, Anhang Kapitel 2, Seite 88
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Die PET-MRT wurde nach zwei Therapiesitzungen mit DPPG,-TSL-DOX und
RHT wiederholt. Bei der dritten Dosisgruppe wurde wahrend der ersten
Therapiesitzung nur das DPPG,-TSL-DOX appliziert, deswegen fand die PET-
MRT erst nach drei Therapiesitzungen statt. Diese Untersuchung wurde
durchgefuhrt, um das Tumoransprechen zu verifizieren. Bei Patient # IV und # V
wurde auf ein Kontroll-MRT verzichtet.

4.2. Untersuchungen nach Abschluss der Therapie

Nach Abschluss der Therapie wurde ebenfalls eine Kontrolle des Blutbildes,
Differentialblutbildes sowie der Serumparameter durchgefiihrt. Es folgten
Rontgenaufnahmen des Thorax in drei Ebenen, eine sonographische
Untersuchung des Abdomens sowie des Herzens. Diese Untersuchungen dienten
einerseits als Re-Staging, anderseits auch dem Ausschluss von eventuellen
tumorunabhangigen Erkrankungen, die im Laufe der Therapie entstanden sein
konnten. Die PET-MRT, bzw. MRT (# IV und # V) im Rahmen der
Abschlussuntersuchung diente zum einen der Beurteilung des Tumoransprechens,
zum anderen der Planung der chirurgischen Exzision solcher Tumoren, welche

operativ entfernt werden konnten.

5. Durchfuihrung der regionalen Hyperthermie

Alle Patienten wurden mit DPPG,-TSL-DOX simultan zu regionaler
Hyperthermie therapiert. Die Gesamtdauer der Hyperthermie simultan zu DPPG,-
TSL-DOX betrug 60 min.

Fur die regionale Hyperthermie wurde ein BSD Medical Controlling System mit
einem Oberflachenapplikator (MA-151 Mini Dual Ridge Hyperthermia
Applicator, BSD Medical Corporation, Salt Lake City, USA) verwendet. Dieser
speziell fir die Therapie von oberflachlichen Lasionen entwickelte Applikator

weist eine Eindringtiefe von ungefahr 2,5 Zentimeter auf.



111. Material und Methoden 28

Es wurden Temperatursonden innerhalb des Tumors als auch an der Oberflache
des Tumors angebracht, gemal den Richtlinien zur Qualitatssicherung in der
Hyperthermie (BRUGGMOSER et al., 2012). Eine Bormann-Sonde wurde
intratumoral implantiert. Die Sonde wurde in Basisndhe geschoben, von ventral
nach dorsal, um die Temperaturschwankungen maoglichst akkurat erfassen zu
koénnen. Eine nicht-invasive Sonde wurde im rechten Winkel zu der
intratumoralen Temperatursonde an der Haut angebracht (siehe Abbildung 1 und
2). Rektal sowie 0Osophageal wurden zusétzliche Sonden platziert um die
Uberwachung der Korpertemperatur zu gewahrleisten. Eine manuelle Bewegung
der intratumoralen Sonde entlang des Einfuhrungskanals gewahrleistete eine

Temperaturkontrolle von mehreren Bereichen des Tumors.

Abbildung 1 (links): Intratumorale- und Hauttemperatursonde im rechten
Winkel zueinander. Abbildung 2 (rechts): Der Applikator wird darlber

angebracht.

Die Temperaturdaten wurden in einminltigen Intervallen automatisch
aufgezeichnet. Eine moglichst konstante Erwarmung des Tumorgewebes wurde
insofern gewdhrleistet, als die Energie, die bendtigt wurde um dem Tumor auf
eine bestimmte Temperatur zu erwarmen, anhand des zuletzt gemessenen
Temperaturwerts automatisch angepasst wurde. Die erwinschte Hauttemperatur
lag zwischen 35 und 38 °C, die maximal erlaubte bei 39 °C. Die Regulation der
Hauttemperatur erfolgte tber den Bolus des Applikators. Der mit destilliertem
Wasser gefullte Bolus ist an ein Kuhlungssystem angeschlossen. Durch die
Veranderung der  zirkulierenden  Wassertemperatur und  durch  den

Fullungszustand des Bolus kann die Haut vor schadlichen Temperaturen geschutzt
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werden. Der optimalen Wirkung des Bolus dient aullerdem eine akkurate
Ankopplung des Applikators an den Tumor, damit eine einwandfreie

Warmeubertragung der Hochfrequenz-Energie stattfinden kann (siehe Abbildung
3und 4).

Abbildung 3 und 4: Set up einer Therapiesitzung mit dem BSD Medical

Controlling System.
5.1 Aufwarmphase

Der Tumor wurde auf die jeweils festgelegte Zieltemperatur erwarmt. Patienten in
der ersten und zweiten Dosisgruppe, welche ein groReres Tumorvolumen
aufwiesen, wurden mit einer etwas hoheren individuellen Zieltemperatur von 45
°C therapiert, damit die eigentliche Zieltemperatur von 42 °C in méglichst grof3en
Anteilen des Gesamttumors erreicht wurde. In diesen Dosisgruppen wurde die
Erwérmung, nach Erreichen der Zieltemperatur, fir weitere 15 Minuten
fortgefiihrt, um eine moglichst homogene Erwérmung des Gesamttumors zu
gewahrleisten. Im Anschluss erfolgte die Applikation des DPPG,-TSL-DOX
streng i.v. Uber 15 Minuten. Bei den Ubrigen Patienten mit einem Kkleineren
Tumorvolumen ist alleine aufgrund der Aufwarmphase von einer homogeneren
Erwdarmung des Tumors auszugehen, weshalb auf eine langere Erwarmung
verzichtet wurde. Die Applikation des DPPG,-TSL-DOX erfolgte, sobald die
Zieltemperatur von 42 °C erreicht worden war.
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6. Liposomen: Herstellung und Charakterisierung

Die Herstellung der Liposomen orientierte sich an bereits publizierten Methoden
(HOSSANN et al., 2007; HOSSANN et al., 2010). Die Phospholipide 1,2-
dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DPPC) / 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DSPC) /1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin (DPPG,)
wurden im molaren Verhaltnis 50:20:30 (mol/mol) in Chloroform in einem
Rundkolben geldst und das Losungsmittel in einem Rotationsverdampfer entfernt.
Es entstand ein homogener Lipidfilm, der fur mindestens 2 Stunden bei 10 mbar
und 60°C getrocknet wurde, um Reste des Chloroforms zu entfernen. Der
Lipidfilm wurde mit 300 mM Citrat pH 4 (finale Lipidkonzentration 50 mM)
hydratisiert und fir maximal 30 Minuten bei 60°C inkubiert. Die entstandenen
Vesikel wurden anschlieRend mit Hochdruckextrusion (LIPEX™, Northern
Lipids Inc. Burnaby, BC, Canada) bei 60°C insgesamt 10 Mal durch 2
Polykarbonatfilter (Whatman, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland) der Porengrofie 200 nm filtriert. Bis einschliel3lich Charge 24/16D
wurde der pH Gradient zur Beladung der Liposomen mit Doxorubicin durch
Saulenchromatographie erzeugt. Dabei wurde zum Eluieren der Liposomen 20
mM HEPES, 150 mM NaCl (HN-Puffer) pH 7,8 verwendet. Bei allen weiteren
Chargen wurde der Gradient durch Titration mit 1 M NaHCOj3; pH 8 erzeugt. Die
aktive Beladung mit Doxorubicin erfolgte dann nach Zugabe des Wirkstoffs im
molaren Wirkstoff zu Lipid Verhéltnis von 0,13 (Lipidkonzentration 3 mM) und
anschlieBende Inkubation bei 37°C fur maximal 60 Minuten. Durch
Zentrifugation (75.000 xg) wurden die Liposomen sedimentiert, der Uberstand
entfernt und die Liposomen in HN-Puffer pH 7,4 resuspendiert.

Die Liposomen wurden umfassend durch publizierte Methoden charakterisiert
(HOSSANN et al., 2007; HOSSANN et al., 2010). Dies beinhaltete dynamische
Lichtstreuung zur Bestimmung der VesikelgroBe und GrolRenverteilung
(Polydispersionsindex, PDI) und die Fluoreszenzspektroskopie (DOX-Gehalt,
Temperatur- und Zeitabhdngige Freisetzung von DOX in Puffer bzw. fetalem
Kéalberserum).  Weiterhin  wurde die Lipidkonzentration durch eine
Phosphatbestimmung und die Zusammensetzung durch

Dinnschichtchromatographie gemessen. Es wurden nur diejenigen Chargen fr
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die Studie verwendet, die innerhalb der Spezifikationen fur die analytischen
Parameter lagen.

Insgesamt wurde 14 verschiedenen Chargen mit DPPG,-TSL-DOX in der Studie
eingesetzt. Die Eigenschaften der verschiedenen Chargen sind im Anhang Kapitel
4, Seite 92 aufgefuhrt.

7. Anasthesie

Die Therapiesitzungen, sowie die PET-MRT bzw. MRT, wurden in Vollnarkose
durchgefuhrt, damit eine permanente Ruhighaltung der Patienten gegeben war.
Die Narkosen wurden wahrend der Therapiesitzungen nach einem standardisierten
Studienprotokoll durchgefihrt. Fir die bildgebenden Untersuchungen wurde ein

anderes einheitliches Narkoseprotokoll verwendet.

7.1. Infusion

Die Patienten erhielten ein bis zwei Stunden vor Beginn der Narkose eine
Infusion mit Sterofundin® (B. Braun, Melsungen, Deutschland), mit einer
Infusionsrate von 10 oder 15 ml/kg/h. Eine Flissigkeitsgabe vor der Narkose
diente der Volumenauffullung um die Blutentnahmen fir die Pharmakokinetik-
untersuchungen zu erleichtern und um die Nierenbelastung wéhrend der
Anadsthesie so gering wie maglich zu halten. Die Infusion wurde nach Beendigung
der Gabe von DPPG,-TSL-DOX mit einer Rate von 10 ml/kg/h bis zum Ende der
Narkose durchgefihrt.

7.2. Narkosepramedikation und -einleitung

Die Pramedikation erfolgte mit Methadon (Comfortan ®, Bladel, Niederlande) 0,2
mg/kg i.v. zehn Minuten spéter erfolgte die Einleitung mittels 2 mg/kg Alfaxalon
(Alfaxan®, Veétoquinol, Ravensburg, Deutschland) i.v. Alle Studienpatienten
wurden intubiert und die Narkose mittels Isofluran (Isofluran Baxter®, Baxter

UnterschleiBheim, Deutschland) aufrechterhalten.
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7.3. Narkosemonitoring

Das Narkosemonitoring erfolgte mittels Elektrokardiogramm, Pulsoximetrie,
Kapnographie und Blutdruckmessung. Die Blutdruckkontrolle wurde mittels einer
Doppler- und einer oszillometrischen Messung ermittelt. Die Korpertemperatur
wurde sowohl 6sophageal als auch rektal mit Hilfe von Temperatursonden
kontrolliert. Um eine Unterkiihlung der Patienten zu verhindern wurde den
Patienten warme Luft mit Hilfe eines Bair-Huggers zugefiihrt. Weiterhin wurde
fur das Narkosemonitoring die Lidreflexkontrolle, Schleimhautfarbe und
Sauerstoffsattigung kontrolliert. Die zuvor aufgefiihrten Parameter wurden alle
fuinf Minuten protokolliert. Wahrend der Narkoseliberwachung wurde auf eine

eventuell auftretende CARPA-Reaktion besonders geachtet.

Eine Auswertung der Narkoseparameter ist kein Bestandteil dieser Arbeit.

8. Probenentnahme

8.1. Blutplasma

Einen peripheren Zugang, entweder v. saphena medialis oder v. cephalica, wurde
fur die Blutprobenentnahmen fiir die pharmakokinetische Untersuchung gewahlt.
Der Venenverweilkatheter (Vasofix® Braunllen®, 1,1 x 25 mm, G20, rosa, B.
Braun, Puchheim/Minchen, Deutschland) wurde in Narkose gelegt. Die
Blutentnahmen erfolgten mittels einer Multivette (Multivette® 600, Sarstedt,
Deutschland), wobei die erste Probe direkt vor Beginn der DPPG,-TSL-DOX-
Applikation zum Zeitpunkt 0 entnommen wurde. Die weiteren Probenentnahmen
erfolgten zu den Zeitpunkten 7, 15, 30, 45, 60, 75, 105 und 135 Minuten nach
Beginn der Applikation. Der Venenverweilkatheter wurde zwischen den
Probenentnahmen mittels eines Mandrin (Vasofix® Mandrin, 1,1 mm, G20, rosa,
B. Braun, Puchheim/Minchen, Deutschland) verschlossen. Das Blut wurde
innerhalb von 30 min zentrifugiert (4000 x g Uber 5 Minuten bei 4 °C), das
abgetrennte Plasma zuerst bei -30°C und spater bei -80°C bis zur weiteren

Verarbeitung eingefroren.
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8.2. Tumorbiopsie

Biopsien zur Bestimmung der DOX-Konzentration im Tumor erfolgten in der
ersten und zweiten Dosierungsgruppe direkt nach jeder Hyperthermieapplikation
in Vollnarkose. In der Dosisgruppe Il nur bei den ersten zwei Sitzungen. Die
Biopsien wurden mittels einesl4 G TEMNO®-Biopsie-Systems entnommen. Es
wurden drei Biopsien facherformig aus tieferen Schichten des Tumors
entnommen. Far die Entnahmen wurde der intratumorale
Temperatursondenzugang genutzt. Die Gewebeproben wurden zuerst bei -30°C
und spater bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

9. Pharmakokinetik
9.1. Bestimmung der DOX-Konzentration in Plasma- und
Gewebeproben

Die Bestimmung der Konzentration von DOX in Plasma- und in den
Gewebeproben erfolgte durch High performance liquid Chromatography (HPLC)
(GALETTIS et al., 1994). Es wurde ein Waters HPLC System mit einer 515
HPLC Pumpe, 717plus Autosampler und einem 470 Fluoreszenzdetektor
verwendet. Als Interner Standard wurde zu allen Proben eine definierte Menge
Daunorubicin zugesetzt. Durch Flussig/Flussig-Extraktion mittels
Chloroform/Isopropanol wurden die Proben fur die Analyse vorbereitet. Die
Bindung von DOX an DNA wurde durch Inkubation mit Silbernitrat-Losung
gelost (SCHWARTZ & GRINDEY, 1973). Eine Kommerziell erhéltliche DOX-

Losung (Adriblastin, Pfizer AG, Berlin, Deutschland) diente als Referenzstandard.
9.2. Berechnung der pharmakokinetischen Parameter

Die Berechnung der Flache unter der Kurve (Area under the curve, AUCoy.135min)
erfolgte aus dem Integral der gemessenen Plasma-Konzentration (ug/ml) vont=10
bis 135 min. Weiterhin wurde die theoretische Maximalkonzentration (ID) flr
DOX aus der applizierten Dosis unter der theoretischen Annahme berechnet, dass
das Plasmavolumen eines Sdugetiers 4 % des Korpergewichts entspricht. Die
Plasma-Konzentration des Wirkstoffs, ausgedruckt als prozentualer Anteil der
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maximalen Konzentration (% ID), wurde vom Ende der Infusion (t= 15 min) bis
zum letzten gemessenen Zeitpunkt (t = 135 min) mit einem Zweikompartiment-
Pharmakokinetik-Modell (OriginPro 8.1.5, OriginLab Corp., Northhampton, MA,
USA) modelliert und die alpha- und beta-Halbwertszeiten bestimmt (LIMMER et
al., 2014).

10. Evaluierung der Toxizitat

Die Toxizitatsdaten wurden anhand der Veterinary Cooperative Oncology Group
(VCOG-CTCAE V1.1) evaluiert. Wie von Bruggmoser et al., beschrieben,
wurden die Nebenwirkungen der Hyperthermie als akut (wahrend der Therapie),
subakut (bis zu 6 Monate nach der Therapie) und spét (spater als 6 Monate nach
der Therapie) eingeteilt (BRUGGMOSER et al., 2012).

Eine Allgemeinuntersuchung sowie eine Blutbild- und Organwertkontrolle wurde
vor jeder Therapiesitzung und bei den Kontrolluntersuchungen durchgefihrt.
Diese Untersuchungen wurden zur Beurteilung der Toxizitat herangezogen und
dienten aulBerdem der Priifung der Narkosefdhigkeit. Auf eine
Hypersensitivitatsreaktion durch die DPPG,-TSL-DOX-Applikation wurde
wéhrend der Gabe streng geachtet.

Die Patienten wurden zu einer echokardiologischen Untersuchung vor Beginn und
nach Beendigung der gesamten Therapiezyklen herangezogen. Diese
Untersuchung wurde durchgefuhrt, da DOX, bei Hund und Mensch, zu kardialen

Nebenwirkungen fuhren kann.

11. Tumoransprechen

Das Tumoransprechen wurde durch Vergleich des Tumorvolumens von Sitzung
zu Sitzung bestimmt. Bei der ersten Messung wurden individuelle Messpunkte fir
jede Katze definiert. Wenn madglich, wurden die Messungen immer durch dieselbe
Person durchgefihrt. Die manuelle Tumorvermessung erfolgte vor Beginn der

einzelnen Therapiesitzungen in Narkose und bei den Kontrolluntersuchungen in
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wachem Zustand. Hierfur wurde eine elektronische Schieblehre (Brown&Shape.
TESA, Schweiz) verwendet. Die Parameter ,Lénge“, ,Breite“ und ,,Hohe*
wurden bei jeder Messung dokumentiert und das Tumorvolumen mittels der
Formel V= L&nge x Breite x HOhe x m/6 berechnet. Diese Formel wird
normalerweise fir die Berechnung von Ellipsoiden herangezogen und hat sich, fir
die Berechnung von Tumorvolumina bewédhrt (HARRINGTON et al., 2001). Das
Tumoransprechen wurde gemaR den RECIST-Kriterien (response evaluation
criteria in solid tumours) bestimmt (EISENHAUER et al., 2009). Eine partielle
Remission wird als ein Volumenriickgang um 30 % definiert. Es handelt sich um
eine progressive Erkrankung bei einer Volumenzunahme um mindestens 20%. Bei
dazwischen gelegenen Volumendnderungen wird von einem stabilen

Krankheitsgeschehen ausgegangen.

12. Weitere Behandlungen nach der Therapiestudie

Tumoren, die durch die simultane Gabe von regionaler Hyperthermie und DPPG,-
TSL-DOX operabel geworden sind, wurden im Anschluss an der Studie exzidiert.
Anschlielend folgte eine Strahlentherapie, Patienten mit nicht tumorfreien
Exstirpationsrandern (R1) unterliefen einer palliativen Strahlentherapie (5 x 6
Gy). Patienten mit tumorfreien Exstirpationsrandern (R0) bekamen eine kurative
Strahlentherapie (15 x 2,5 Gy).

13. Follow up

Das Tumoransprechen wurde vier Wochen, drei Monate, sechs Monate und zwolf
Monate nach Abschluss der Therapie erneut durch eine klinische Untersuchung
oder einen Telefonkontakt mit dem Besitzer oder dem uberweisenden praktischen
Tierarzt beurteilt. Bei Katzen, welche einer operativen Exzision des Tumors
unterzogen wurden, wurde eine Palpation im Bereich des Therapiegebiets
durchgefiihrt, um Hinweise auf ein eventuelles Rezidiv zu gewinnen. Bei

Tumoren, die nicht exzidiert werden konnten, wurde der Tumor ausgemessen.
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Jeder in der Klinik vorgestellte Patient wurde einer klinischen Untersuchung

unterzogen.
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V. ERGEBNISSE

1. Patientendaten?

Die in der Studie aufgenommenen elf Patienten aus privatem Besitz wurden
zwischen Januar 2013 und Juli 2014 in der Abteilung fir Onkologie der
Medizinischen Kleintierklinik der LMU Miinchen vorgestelit.

Acht Patienten waren méannlich kastriert (# I, 1V, V, VI, VIII, 1X, X und XI) und
drei weiblich kastriert (# II, 11l und VII). Das mediane Alter lag bei 10 Jahre
(Varianz 6 bis 14 Jahre) und das mediane Kdrpergewicht bei 4,98 kg (Varianz
4,16 bis 6,80 kg). Zehn der Katzen waren Européische Kurzhaarkatzen, bei einer
Katze handelte es sich um einen Abessiner. Keine der in der Studie
aufgenommenen Katzen waren strahlentherapeutisch oder chemotherapeutisch

vorbehandelt.

Sieben Patienten (# I, 11, V, VII, VIII, IX und XI) prasentierten sich mit einem
Primartumor. Bei den restlichen vier Patienten (# 11, IV, VI und X) handelte es
sich um ein Rezidiv. Von den elf Tumoren waren sechs Tumoren interskapular
gelegen (# I, 11, 1V, V, VI, VIII). Drei Patienten wurden mit einem Tumor auf der
rechten Thoraxwand bzw. der rippengestiutzten Bauchwand (# I, IX, X)
vorgestellt und bei zwei Patienten war der Tumor auf der linken Thoraxwand
lokalisiert (# VII und XI).

Alle Dosisgruppen zusammen betrachtet lagen das mediane Tumorvolumen bei
18,4 cm® (Varianz 4,1 bis 189,8 cm®) und das Durchschnittsvolumen bei 45,5 cm®.
Das mediane Tumorvolumen betrug 59,5 cm3 (Varianz 22,2 bis 106,9 cm?3) und
das Durchschnittsvolumen 62,9 cm? in der ersten Dosisgruppe. In der zweiten
Dosisgruppe lag das mediane Tumorvolumen bei 37,3 cm?3 (Varianz 8,2 bis 189,8
cm?) und das Durchschnittsvolumen betrug 68,2 cm?®. In der dritten Dosisgruppe
betrug das mediane Tumorvolumen 8,5 cm® (Varianz 4,1 bis 18,4 cm®) und das

Durchschnittsvolumen 9,9 cm®.

2 Ubersichtstabelle, siehe Anhang Kapitel 1, Seite 87
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2. Durchgeflhrte Therapie

Insgesamt durchliefen acht Patienten alle geplanten Therapiesitzungen. Drei
Patienten mussten die Therapie vorzeitig beenden. Insgesamt wurden 55
Sitzungen mit regionaler Hyperthermie und DPPG,-TSL-DOX durchgefuhrt. Bei
flnf Sitzungen wurden nur das DPPG,-TSL-DOX appliziert.

Betrachtet man die einzelnen Dosisgruppen vervollstandigten alle Patienten (# I-
I11) der ersten Gruppe alle geplanten Therapiezyklen. Diese Patienten wurden mit
0,6 mg/kg DPPG,-TSL-DOX behandelt.

Die Patienten in der zweiten Dosisgruppe erhielten 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX.
In dieser Gruppe durchliefen zwei Patienten (# V und VI) alle geplanten
Therapiezyklen. Ein Patient (# VII) hat die Therapie nach vier Sitzungen,
aufgrund eines Abszesses im Tumorbereich abgebrochen. Ein anderer Patient (#
IV) wurde vor der ersten Therapiesitzung aus der Studie ausgeschlossen, da er
nach der ersten MRT neurologische Symptome aufwies. Eine Uberlaufblase und
Paraplegie wurde dokumentiert und der interskapulare Tumor wurde als Ursache
fur diese Symptome gesehen. Die Katze wurde daraufhin von Haustierarzt

euthanasiert.

In der dritten Dosisgruppe brach ein Patient (# I1X) die Therapie nach vier
Sitzungen ab, die Ursachen lagen an Verdnderungen am Herzmuskel, sowie
ventrikulare Extrasystolen und einer Hypertonie. Die restlichen drei Patienten (#
VIII, X, XI) erhielten alle geplanten Therapiezyklen. Diese Patienten erhielten 1,0
mg/kg DPPG,-TSL-DOX.
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3. Tumoransprechen®

3.1. Dosisgruppe |

Alle Patienten erhielten die geplanten Therapiezyklen. Ein Patient (# I1) zeigte mit
einer Tumorreduktion um 79,8% eine partielle Remission, allerdings wies dieser
Patient bei der dritten Therapiesitzung eine neue Umfangsvermehrung auf, die
circa 2 Zentimeter vom Primdrtumor entfernt war. Diese neue
Umfangsvermehrung wurde nicht beprobt, nahm aber in den folgenden PET-MRT
Radiopharmakon auf. Damit konnte es sich um eine sogenannte
Satellitenmetastase handeln. Mit einer Volumenreduktion um 37,7% zeigte ein
anderer Patient (# 1) eine partielle Remission. Der letzte Patient (# I1I) in dieser
Gruppe zeigte wahrend der ersten Therapiezyklen ein Ansprechen auf die
Therapie, wéhrend der nachfolgenden Therapiezyklen zeigte der Tumor eine
Progression. Da der Tumor zystische Areale aufwies, wurde eine Punktion des
Tumors wahrend des vierten Therapiezyklus durchgefiihrt, und Flissigkeit konnte
abgezogen werden. Bei den restlichen Zyklen fand keine Punktion statt. Insgesamt
konnte ein Tumorwachstum um 174,4% aufgezeichnet werden (Siehe Abbildung
5).

® Ubersichtstabelle, siehe Anhang Kapitel 3, Seite 91
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Abbildung 5: Veranderung der Tumorvolumen unter Therapie in Dosisgruppe I,
0,6 mg/kg DDPG,-TSL-DOX. Zyklus A-G: DPPG,-TSL-DOX simultan zur RHT.

3.2 Dosisgruppe 11

Bei allen Patienten, die therapiert wurden, konnte ein Therapieeffekt verzeichnet
werden. Patient # V wies eine partielle Remission um 89,0% auf und Patient # VII
eine partielle Remission um 84,6%. Dann entwickelte der Patient # VII einen
Abszess im Tumor und die Hyperthermie-Therapie musste vorzeitig abgebrochen
werden. Tumor und Abszess wurden exstirpiert. Ein stabiles Krankheitsgeschehen
von 29,2% wurde bei Patient # VI dokumentiert. Patient # V zeigte eine
Tumoreinblutung zur Beginn der Therapie und der Tumor wurde bis
einschlieBlich Therapiesitzung E regelmalig punktiert um Fliissigkeit abzuziehen.
(Siehe Abbildung 6 und 7).
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Veranderung der Tumorvolumen unter Therapie
Dosisgruppe I, #V
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Abbildung 6: Veranderung des Tumorvolumen unter Therapie von Patient # V,
Dosisgruppe 11, 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX. Zyklus A: nur Pharmakokinetik des
DPPG,-TSL-DOX, Zyklus B-G: DPPG,-TSL-DOX simultan zu RHT.
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Abbildung 7: Veranderung der Tumorvolumen unter Therapie von Patient # VI
und # VII, Dosisgruppe Il, 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX. Zyklus A-F: DPPG,-
TSL-DOX simultan zur RHT.
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3.3. Dosisgruppe 111

Bei allen Patienten konnte eine Tumorremission dokumentiert werden. Patient #
VI, # X und # XI wiesen eine partielle Remission um jeweils 95,4%, 43,2%
bzw. 84,6% auf. Patient # IX zeigte bei der vorzeitigen Abschlussuntersuchung
eine partielle Remission um 47,1 %. (Siehe Abbildung 8)
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Abbildung 8: Veranderung der Tumorvolumen unter Therapie in Dosisgruppe
I11, 1,0 mg/kg DDPG,-TSL-DOX. Zyklus A: nur Pharmakokinetik des DPPG,-
TSL-DOX, Zyklus B-G: DPPG,-TSL-DOX simultan zu RHT. Patient IX brach die
Therapie nach Zyklus D ab und die Abschlussuntersuchung folgte im Anschluss.

4, Hyperthermiebehandlung

Die wéhrend der Therapie, median gemessene intratumorale Temperatur (Tso)
betrug, bezogen auf alle Patienten und Therapiezyklen, median 42,6 °C (Varianz
42,0 bis 42,9 °C). Die Temperatur welche von 90% der aufgezeichneten
Temperaturmessungen mindestens erreicht oder Uberschritten wurde (Tgg) betrug,
auf alle Patienten und Therapiezyklen bezogen, median 41,6 °C (Varianz 41,2 bis
42,2 °C). Die Zeit welche benétigt wurde, um den Tumor auf die Zieltemperatur

zu erwdrmen, betrug bei allen Patienten und Therapiezyklen median 8,3 Minuten.
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Wahrend der Hyperthermietherapie stieg die systemische Temperatur bei keinem

Patienten an.

Betrachtet man alle Patienten und alle Therapiezyklen zusammen, betrug der Wert
fiir die sogenannten ,,Calculated equivalent minutes” (CEMy3) 81,8 Minuten.
Angaben zu den einzelnen Dosisgruppen, sowie eine gruppenibergreifende

Ubersicht, sind im Anhang aufgefiihrt*.

5. Pharmakokinetik

5.1. Plasma

In den ersten beiden Dosisgruppen wurde nur die Pharmakokinetik des DPPG,-

TSL-DOX unter Einfluss von Hyperthermie bestimmt.

In der dritten Dosisgruppe wurde die Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX
einmal ohne und einmal mit dem Einfluss der Hyperthermie bestimmt. Hier ist der
Einfluss der Hyperthermie auf die thermosensitive Liposomen deutlich zu
erkennen (Siehe Abbildung 9 und 10). Ohne Hyperthermie zirkuliert das DPPG,-
TSL mit dem eingeschlossenen Wirkstoff zum grofiten Teil Gber einen langeren
Zeitraum in den Blutgefdlen. Durch die simultane Hyperthermieapplikation
kommt es zur raschen Wirkstofffreisetzung und -verteilung im erwéarmten Gebiet.
Dieses Phdnomen wird in der Abbildung durch den steilen Abfall der DOX-
Konzentration im Plasma ersichtlich. Die Hyperthermieapplikation erfolgte tber

einen Zeitraum von 60 Minuten, was auch der Abbilung zu entnehmen ist.

Durch die Halbwertzeiten t, und tg wird die Kurve in zwei Teile unterteilt. Der
groRte Abfall der DOX-Konzentration wird durch t, beschrieben. Dieser Abfall
tritt ungeféhr innerhalb der ersten 30 Minuten nach vollstdéndiger DPPG,- TSL-
DOX-Gabe ein. Den folgenden Teil der Kurve entspricht tg.

* Hyperthermie-Daten, Anhang Kapitel 5, Seite 93
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Abbildung 9: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX bei einer Katze ohne
simultane RHT.
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Abbildung 10: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX bei einer Katze mit
simultaner RHT.

Innerhalb der ersten und dritten Therapiegruppe konnten starke Abweichungen
der DOX-Konzentrationen im Plasma festgestellt werden. Diese Schwankungen
waren in der zweiten Dosisgruppe auch vorhanden, jedoch nicht so ausgeprégt.
Dies wird in den Abbildungen 11, 12, 13 und 14 veranschaulicht. Aus diesen

Abbildungen ist auch zu entnehmen, dass eine hdhere Dosierung von DPPG,-
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TSL-DOX zu hdheren DPPG,-TSL-DOX-Konzentrationen in Plasma fihrt, die
Halbwertzeit steigt und die AUC wird groRer.
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Abbildung 11: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX unter Einfluss der RHT,
Dosisgruppe I.
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Abbildung 12: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX unter Einfluss der RHT,
Dosisgruppe I1.
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Pharmakokinetik Dosisgruppe 111
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Abbildung 13: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX unter Einfluss der RHT,

Dosisgruppe IlI.
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Abbildung 14: Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX OHNE Einfluss der RHT,
Dosisgruppe IlI.
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5.2. Intratumorale DOX-Konzentration

Es konnte in keiner Dosisgruppe eine Aussage getroffen werden uber den
Zusammenhang zwischen der infundierten DPPG,-TSL-DOX-Dosierung und der
gemessenen Konzentration im Tumorgewebe, da die DOX-Konzentration in allen

Auswertungen nur wenig Uber der Nachweisgrenze lag.

6. Toxizitat

6.1. Systemische Toxizitat®

Es wurde bei keinem Patienten, unabhéngig von der Dosisgrupppe, eine CARPA-
Reaktion auf den infundierten DPPG,-TSL-DOX beobachtet.

6.1.1. Dosisgruppe |

Patient # | wurde mit einer milden Andmie und Leukozyten im oberen
Referenzbereich  vorgestellt. Der  Hamoglobinwert lag im  unteren
Referenzbereich. Die Andmie bestand weiter bei der abschlieRenden
Studienuntersuchung. Bei diesem Patienten wurde zusétzlich im Laufe der
Therapie eine Leukozytose mit einer Neutrophilie beobachtet. Niedrige
Thrombozytenwerte wurde intermittierend bei Patient # 11 und Il dokumentiert.
Patient # | und # Ill zeigten infolge einer geringgradigen Hyporexie einen

Gewichtsverlust (Grad 1) von 5 bzw. 8% auf.

Patient # 11l zeigte in der Aufwachphase der Therapiesitzung E eine Schwellung
am Kinn. Diese Schwellung bestand fur weitere 15 Minuten, war aber danach

nicht mehr festzustellen.

Das Allgemeinbefinden konnte bei allen Patienten als ungestort bezeichnet

werden. Eine renale oder kardiale Toxizitat wurde nicht beobachtet.

> Labordaten, Anhang Kapitel 6, Seite 95
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6.1.2. Dosisgruppe 11

Alle Patienten (# V, VI und VII) entwickelten wahrend der Therapie eine milde
regenerative Andmie (# VI und VII Grad 1), welche sich nach Abschluss des
Therapieprotokolls wieder normalisierte. Die etwas stérkere regenerative Andmie
(Grad 1I) des Patient # V ist auf die chronischen Einblutungen in den Tumor
wahrend der Therapie zuriickzufiihren. Dieser Patient zeigte einmalig eine

niedrige neutrophile Granulozytenzahl.

Alle Patienten zeigten wahrend des Therapiezeitraumes einen Gewichtsverlust
infolge verminderter Futteraufnahme (# VI 1% (Grad 1); # VIl 9% (Grad 1); # V
13% (Grad 11)). Lediglich Patient # V11, welcher unter der Therapie einen Abszess
entwickelte, zeigte bei der Kontrolluntersuchung Fieber und deswegen ein
mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden. Dieses normalisierte sich direkt nach
der operativen Versorgung. Patient # V zeigte bei Beginn der Therapie ein leicht
bis geringgradig gestortes Allgemeinbefinden, welches sich besserte, als die

Tumoreinblutung weniger wurde.

Es gab in dieser Dosisgruppe keine Hinweise auf eine renale oder kardiale

Toxizitat.

6.1.3. Dosisgruppe 111

Patient # XI wurde mit einer geringgradigen Andmie vorgestellt, welche sich
wahrend der Therapie besserte, aber noch bei der abschlieRenden Untersuchung
bestand. Bei einer Nachkontrolle hatte sich dieser Wert jedoch wieder
normalisiert. Bei den anderen Patienten (# VIII, IX und X) wurden
intermittierende H&matokrit-Werte im unteren Referenzbereich aufgezeichnet. Bei
Patient # XI wurde zusatzlich eine milde intermittierende Thrombozytopenie
festgestellt. Patient # 1X zeigte einen Abfall der neutrophilen Granulozyten und
der Gesamtleukozyten bei den Kontrolluntersuchungen. Diese Werte waren bis
zur ndchsten Therapie angestiegen, befanden sich jedoch im unteren
Referenzbereich. Einmalig wurde eine Leukopenie mit normalem neutrophilen

Granulozytenwert bei Patient # X festgestellt.

Patient # X entwickelte eine Grad | Azotdmie, ab der vierten Therapiesitzung.

Dieser Patient konnte trotzdem die folgenden Therapiezyklen durchlaufen, sowie
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den Tumor exstirpiert bekommen. Zwei Patienten (# VIII und 1X) zeigten
aufgrund einer geringgradigen Hyporexie eine Gewichtsabnahme von 7% bzw.
5% (Grad 1). Patient # X verlor 21% (Grad Ill) an Kdrpergewicht. Der Grund

dafir lag an einer Hyporexie, wahrscheinlich durch die Azotdmie bedingt.

Das Allgemeinbefinden der Patienten wurde als ungestort bewertet, bis auf Patient
# X, welcher bei der letzten Untersuchung ein leicht gestortes Allgemeinbefinden
aufgrund von Tumorulzeration und Azotdmie zeigte. Das Allgemeinbefinden

besserte sich nach der Tumorexstirpation.

Grund fur den Therapieabbruch von Patient # IX war eine persistierende
Hypertension Grad Il, ventrikuldre Extrasystolen, ein mittelgradig dilatiertes
linkes Atrium, und eine konzentrische Hypertrophie des linken Ventrikels. Es

bestand der Verdacht auf eine Myokarditis.
6.2. Lokale Toxizitat
6.2.1. Dosisgruppe |

Lediglich ein Patient (# 1ll) zeigte an einem Bereich des Tumors eine leichte
Hautrétung und Odembildung, welche 7 Tage nach der dritten Therapiesitzung
auftrat. Im Verlauf der weiteren Therapie entstand in diesem Bereich eine
oberflachliche Verbrennung (Grad 1). Diese Veranderungen wurden als subakute
Nebenwirkungen nach der QMHT-Klassifizierung eingestuft (BRUGGMOSER et
al., 2012).

6.2.2. Dosisgruppe 11

Patient # VII entwickelte nach der vierten Sitzung einen Abszess in
Tumorbereich. Der Abszess flihrte zu einem vorzeitigen Ausstieg aus der Studie
und eine operative Entfernung des Abszesses inklusive Tumor wurde

durchgefihrt.

Eine oberflachliche Verbrennung (Grad 1) konnte bei der vorletzten
Therapiesitzung bei Patient # V dokumentiert werden. Im Bereich der
Verbrennung war bei den vorherigen Therapien die Temperatursonde platziert.
Auch Dbei diesem Patient handelte es sich um eine subakute Nebenwirkung
(BRUGGMOSER et al., 2012).
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6.2.3. Dosisgruppe 111

Patient # X wurde mit einer milden Hautrétung im Tumorbereich vorgestellt. Bei
der Kontrolluntersuchung 7 Tage nach Therapiesitzung C fielen zwei Areale mit
einer milden Verbrennung (Grad 1) auf. Im Verlauf der Therapie kam es zur
Ulzeration, einer dieser Bereiche wurde teilweise nekrotisch und eine
geringgradige Sekretion bestand bei der Abschlussuntersuchung. Es handelte sich
dabei um subakute Nebenwirkungen (BRUGGMOSER et al., 2012).

Bei den anderen Patienten (# VIII, 1X und XI) bestand zu keinem Zeitpunkt

Hinweise auf eine lokale Toxizitéat.

7. Re-Staging
7.1. Dosisgruppe |

Patient # 111 wies palpatorisch einen vergrofRerten rechten Axillarlymphknoten
auf. Durch eine zytologische Untersuchung konnte der Verdacht auf eine
Sarkommetastase gedulRert werden. Die neue Umfangsvermehrung neben dem
Primartumor von Patient # 1l wurde nicht beprobt, nahm aber in der folgenden
PET-MRT das Radiopharmakon auf. Damit konnte es sich um eine
Satellitenmetastase handeln. Bei Patient # | war lediglich die schon bei Beginn der
Therapie  vorhandene,  persistierende  Andmie  auffallig. In  dieser

Dosierungsgruppe gab es keinen Hinweis auf eine kardiale Toxizitéat.
7.2. Dosisgruppe Il

In dieser Dosisgruppe waren die abschlieBenden Untersuchungen unauffallig, bis
auf Patient #VII, der aufgrund des Abszesses ein mittelgradig gestortes
Allgemeinbefinden und Laborverdnderungen in Sinne einer Entziindung aufwies.
Eine Differenzierung zwischen tumordsem Gewebe und Abszess war nicht
moglich. Anstatt einer abschlieBenden PET-MRT wurde eine MRT durchgefthrt.
Patient # V erlitt einen letalen Narkosezwischenfall wahrend der abschlieRenden

MRT, eine operative Exzision des Tumors war geplant. Bei keinem der Patienten
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gab es Hinweise auf eine kardiale Toxizitat oder eine Metastasierung des Tumors
in der Lunge oder in abdominalen Organen.

7.3. Dosisgruppe 111

Bei Patient # VIII und # XI wurden die Untersuchungen als unauffallig
interpretiert. Patient # X wies, im Vergleich zur ultrasonographischen
Untersuchung des Abdomens vor Beginn der Therapie, eine beidseitige
Nephropathie und eine Masse am kranialen Pol der rechten Nebenniere auf. Diese
Veranderung wurde nicht punktiert und kann als eine Metastase gewertet werden.
Es gab bei diesem Patienten sonst keinen Hinweis auf eine Metastasierung in den
abdominalen Organen oder in der Lunge. Im Labor war die bestehende Azotdmie
auffallig. Patient # 1X wies die oben aufgefiihrten Verdnderungen im Herz-
Kreislaufsystem auf. Die Hypertension und die ventrikuldre Extrasystolen waren
mit einer Dauermedikation von Atenolol 25-1APharma® 2,6 mg/kg (LA Pharma
GmbH Oberhaching, Deutschland) und Amlodipin AAA® 0,5 mg/kg (AAA-
Pharma GmbH, Stuttgart, Deutschland) gut zu behandeln.

8. Weitere Behandlungen nach Abschluss der Therapie

8.1. Dosisgruppe |

Patient # 1l unterlief einer chirurgischen Exzision des Tumors und der vermuteten
Satellitenmetastase. Der Besitzer lehnte eine anschlielende Strahlentherapie auf
Grund des damit verbundenen Stresses fur die Katze ab. Eine chirurgische

Resektion war bei den anderen Patienten (# | und I11) nicht méglich.
8.2. Dosisgruppe 11

Fir Patient #V1 folgte nach Abschluss der Therapie eine chirurgische Exzision
des Tumors und im Anschluss daran eine kurative Strahlentherapie (15 x 2,5 Gy).
Nach der frihzeitigen Beendigung der Therapie wurde bei Patient # VII der
Abszess inklusive Tumor chirurgisch exzidiert. Da keine tumorfreien R&nder
erreicht werden konnten, folgte fur den Patienten eine zweite Operation inklusive

Teilresektion der letzten zwei Rippen, dieses Mal ohne vorherige Bildgebung. Als



IV. Ergebnisse 52

der Patient zwei Wochen spater zur palliativen Strahlentherapie vorstellig wurde,
konnte zytologisch ein Rezidiv in Narbenbereich auf der linken Thoraxwand
festgestellt werden. Auf der rechten Thoraxwand wurde bei der Untersuchung
ebenfalls eine Umfangsvermehrung festgestellt, die histologische Untersuchung
ergab die Diagnose Fibrosarkom. Das Rezidiv, mit Hyperthermie und DPPG,-
TSL-DOX vorbehandelt, wurde nach einem palliativen Protokoll (5 x 6 Gy)

strahlentherapeutisch behandelt.
8.3. Dosisgruppe 111

Bei allen Patienten konnte eine chirurgische Resektion des Tumors durchgefiihrt
werden. Fir Patient # V111 und # X1 folgte eine kurative Strahlentherapie (15 x 2,5
Gy). Patient # IX wurde im Anschluss an die Operation nur palliativ (5 x 6 Gy)
bestrahlt, obwohl tumorfreie Rénder erreicht werden konnten. Der Grund dafiir
lag an dem erhohten Narkoserisiko, aufgrund der Herzverédnderungen. Die
Medikation bezuglich der ventrikuldren Extrasystolen und der Hypertonie wurden
weiterhin fortgefuhrt. Auf eine nachfolgende Strahlentherapie wurde bei Patient #
X aufgrund der persistierenden Azotamie und dem daraus erh6hten Narkoserisiko
verzichtet. Fur diesen Patienten folgten eine intensive Infusionstherapie und eine

symptomatische Therapie der Azotamie.

Q. Follow Up

9.1 Dosisgruppe |

Patient # Il war 1 Jahr nach Abschluss der Therapie und anschlieRender operativer
Tumorexstirpation rezidivfrei. Patient # | wurde 2,5 Monaten nach der Therapie
vom Haustierarzt euthanasiert. Der Grund dafir war ein schlechtes
Allgemeinbefinden, welches nicht offensichtlich in Verbindung mit der
Tumorerkrankung stand. Der Tumor von Patient # 111 zeigte auch nach Ende der
Therapie ein progressives Wachstum und der Patient wurde 2 Monaten nach
Beendigung der Therapie vom Haustierarzt euthanasiert. Zur diesem Zeitpunkt

bestand auf Grund des Tumors Atemnot und der Tumor war ulzeriert.
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9.2 Dosisgruppe 11

Patient # VI war 1 Jahr nach der Therapie, anschlieBender operativer Exzision und
kurativer Strahlentherapie rezidivfrei. Patient # VII wurde 3 Wochen nach der
palliativen Strahlentherapie wieder vorstellig. Ein progressives Wachstum konnte
flir das bestrahlte Rezidiv sowie fiir den Tumor auf der gegeniiberliegenden Seite
festgestellt werden. Der Patient zeigte bis zum Zeitpunkt der Tumorulzeration, 7
Monaten nach der letzten Therapiesitzung, ein gutes Allgemeinbefinden. Eine

Euthanasie erfolgte auf Grund der Tumorulzeration.
9.3. Dosisgruppe 111

Ein Tumorrezidiv konnte bei keinem der Patienten festgestellt werden, 5 Monate
(# VI, 6 Monate (#I1X) sowie 2 Monate (# XI) nach der an die Therapie

anschlieBenden operativen Tumorentfernung und Strahlentherapie.

Patient # 1X wurde ein halbes Jahr spater einer Kontroll-Echokardiographie
unterzogen. Diese Untersuchung ergab, dass der linke Vorhof kleiner geworden
war und die Hypertrophie leicht rlickgangig war. Die Medikation wurde weiterhin

fortgefiihrt.

Die symptomatische Therapie fur die Nierenerkrankung bei Patient # X fiihrte zu
keiner Besserung der Azotamie. Der Patient verstarb 1,5 Monate nach

Therapieende und Operation. Bis dahin war der Patient rezidivfrei.
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V. DISKUSSION

Durchfiihrbarkeit und Praktikabilitat

Die Kombinationstherapie DPPG,-TSL-DOX simultan zur regionalen
Hyperthermie beim felinen Fibrosarkom l&sst sich gut durchfiihren. Alle Tumoren
waren gut zuganglich und eine akkurate Ankopplung des Applikators war
gegeben. Eine unproblematische, schnelle Erwérmung der einzelnen Tumoren auf
die Zieltemperatur wurde aufgezeichnet. Je kleiner der Tumor desto schneller
verlief die Aufwéarmphase. Die intratumoralen Temperaturdaten, die wéhrend der
einzelnen Therapiesitzungen dokumentiert worden sind, deuten auf eine gute
Qualitat der Hyperthermieapplikation hin  (OLESON et al., 1993;
BRUGGMOSER et al., 2012). Die Temperaturverteilung innerhalb der Tumoren
kann allerdings nicht akkurat beurteilt werden, da nur eine invasive intratumorale
Temperatursonde eingesetzt wurde. In einigen Arealen, vorwiegend in der

Peripherie, wurden dementsprechend keine Temperaturwerte aufgezeichnet.

Fibrosarkome weisen einen heterogenen Aufbau auf und die entlang des
Stichkanals erhobenen Temperaturdaten sind nicht fur den gesamten Tumor
reprasentativ, vor allem nicht bei groRerem Tumorvolumen. Die
Temperaturverteilung konnte anhand von mehreren Temperatursonden besser
detektiert werden. Da aber Fibrosarkome zur Ulzeration neigen, wurde von einer
mehrmaligen Punktion wahrend jeder Sitzung abgesehen. Eine noch bessere
Detektion konnte anhand einer nicht invasiven Temperaturmessung mittels MRT
durchgefihrt werden, da durch diese Methode die prézise Temperaturverteilung
im Gesamtvolumen des Tumors veranschaulicht werden kann. Die erreichten
Temperaturen flr Tgo lagen im Bereich von 41,4 bis 41,9 °C. Anhand von
pharmakokinetischen in Vitro-Messungen kann eine maximale intratumorale
Freisetzung des DOX aus dem DPPG,-TSL angenommen werden. Dies spricht
ebenfalls fir eine gute Qualitat der applizierten Hyperthermie, genauso wie die
erreichten Temperaturen fiir Tso. Die unterschiedlichen Werte des CEM,3 lassen
sich anhand der Zieltemperatur erklaren. Mit steigender Zieltemperatur steigt auch
CEMy3. Bei einzelnen Sitzungen in der ersten und zweiten Dosisgruppe wurde mit
einer Zieltemperatur von 45 °C bei Tumoren mit grolRen Volumina gearbeitet, im

Gegensatz zu der Standardzieltemperatur von 42 °C bei kleineren Tumoren.



V. Diskussion 55

Pharmakokinetik

Die maximale DOX-Konzentration im Plasma wurde bei allen Patienten zum
Zeitpunkt 7 Minuten nach Beginn der Applikation dokumentiert. Dabei kann
angenommen werden, dass die im Plasma gemessene DOX-Konzentration der des
DPPG,-TSL-DOX annéhrend gleich ist. Aus den Liposomen freigesetztes DOX
ist auch in den Messungen eingeschlossen, wobei freies DOX dabei aber nur
einen verschwindend geringen Anteil ausmacht, da freies DOX rasch aus dem
Plasma eliminiert wird (WANG et al, 2006). Ein Anstieg der DOX-
Plasmakonzentration wurde von Dosisgruppe zu Dosisgruppe beobachtet. Die
Zellen des RES konnen nur eine bestimmte Menge des DPPG,-TSL-DOX
aufnenmen (ALLEN, 2007). Eine Dosiserhéhung bewirkt, dass die
Aufnahmekapazitat schneller erreicht wird, die Zirkulationszeit sich verlangert
und die Plasmakonzentration steigt. Auch die AUC wird groRer. Mit einer
Hyperthermiebehandlung verteilt sich das DOX nach der intravaskuléren
Freisetzung schneller ins Tumorgewebe, als bei einer alleinigen DPPG,-TSL-
DOX-Applikation. In den Graphen wird dies, im Vergleich zu einer Behandlung
ohne Hyperthermie, durch den exponentiellen Abfall der t, -Phase ersichtlich. Das
Ende der Hyperthermie nach 60 Minuten wird in den Graphen durch die
anschlieBende tg-Phase mit einem fast linearen Abfall visualisiert. Diese Phase
beschreibt ein eventuelles Leakage des DOX aus den DPPG,-TSL, den DPPG,-
TSL-Abbau, sowie die Elimination des freigesetzten DOX, welches aus dem
Gewebe wieder in das Blutplasma Ubertritt. Dieses Phdnomen wurde bereits von
Zimmermann beobachtet (ZIMMERMANN, 2014).

Innerhalb der Gruppen wurden auch unterschiedliche Konzentrationen von DOX
im Plasma dokumentiert. Unterschiedliche Tumorvolumina kénnen dazu fuhren,
dass eine homogene Erwdrmung einzelner Tumore nicht mdglich ist,
dementsprechend konnte es in einzelnen Tumoren zu einer verminderten
Freisetzung des DOX kommen. Die aufgezeichneten Temperaturdaten sprechen
bei allen Patienten dagegen. Eine Vasokonstriktion, verursacht durch eine
Hypotension, konnte wéhrend der Applikation zu einer verminderten

Wirkstoffbereitstellung im Tumor flhren.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der infundierten DPPG,-TSL-DOX-
Dosierung und der intratumoral gemessenen Konzentration des DOX gefunden
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werden. Die maximale, intratumorale DOX-Konzentration wird 60 Minuten nach
Beginn der Applikation erwartet, zu diesem Zeitpunkt wurden auch die Proben
entnommen. Durch die Biopsien konnten nur kleine Mengen an Tumorgewebe
gewonnen werden, welche den gesamten Tumor nicht wiederspiegeln kdnnen. Die
Tumoren weisen zudem einen recht heterogenen Aufbau auf, so dass auch von
einer heterogenen Gewebsverteilung des DOX auszugehen ist. Die entnommenen
Proben waren in Bezug auf die intratumorale DOX-Konzentration nicht fir den
Gesamttumor repréasentativ. Ein besserer Ansatz wére es, den gesamten Tumor
kurz nach der Applikation zu exzidieren und daraus die DOX-Konzentration zu
bestimmen. Dieses Vorgehen wurde in Nagermodellen umgesetzt, wobei eine
steigende  DPPG,-TSL-DOX-Dosis zu hdheren intratumoralen DOX-
Konzentrationen fuhrte. In diesen Versuchen wurden aber deutlich hthere Dosen

verwendet.

Tumoransprechen

Der einzige Patient, der eine Progression aufwies, zeigte auch das groRte
Tumorvolumen. Aufgrund der GroRe passte nicht der gesamte Tumor unter den
Applikator, so konnte keine homogene Erwédrmung des Tumors stattfinden.
Daraus folgte eine inhomogene Verteilung des DOX innerhalb des Tumors. Die
Tumoranteile die aulerhalb der Reichweite des Applikators und damit der
Erwérmung gelegen waren, zeigten eher eine Progression. Eine Verdnderung der
Tumorbeschaffenheit konnte hingegen aufgezeichnet werden. Wahrend der
Therapie entstanden zystische Areale innerhalb des Tumors, die auch einmal
punktiert werden konnten. Flussige Areale innerhalb eines Tumors sprechen fir
eine Nekrose, welche durch die Therapie oder die Tumorprogression entstanden
sein konnen. Bei diesem Patienten handelte es sich um ein Tumorrezidiv und
diese sind bekannt fir ihr aggressiveres Wachstum. Dieser Patient war auch der
einzige, der wahrend der Therapie eine Lymphknotenmetastase entwickelte. Zum
Zeitpunkt der Abschlussuntersuchung konnten keine Fernmetastasen in der Lunge
festgestellt werden. Mit zunehmender Tumorprogression zeigte der Patient
Atemprobleme und zum Zeitpunkt der Euthanasie bestand der Verdacht auf ein

intrathorakales Wachstum des Tumors.

Alle anderen Patienten sprachen auf die Therapie an, lediglich Patient # VI zeigte
ein stabiles Krankheitsgeschehen. Alle anderen wiesen eine partielle Remission
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auf, darunter auch die beiden Patienten (# VII, 1X), welche die Therapie vorzeitig
abgebrochen hatten. Der Tumor von Patient # VI wies schon zu Beginn der
Therapie ein relativ kleines Volumen mit 8,2 cm® auf und war sehr fest mit der
Wirbelsdaule verwachsen. Waéhrend der Therapie veranderte sich vor allem die
Konsistenz des Tumors. Es konnte keine bedeutende Volumenreduktion erreicht
werden, jedoch war der Tumor durch die Therapie fast vollstandig umgreifbar
geworden und konnte im Anschluss an die Therapie erfolgreich operativ entfernt

werden.

Die etwas geringere Volumenreduktion bei Patient # I 1&sst sich anhand des relativ
groRen Tumorvolumens (59,6 cm®) in Kombination mit der niedrigsten Dosis des
DPPG,-TSL-DOX erklaren. Ein besseres Ansprechen ware mit einer héheren

Dosis denkbar.

Patient # Il zeigte in der Dosisgruppe 0,6 mg/kg DPPG,-TSL-DOX das beste
Ansprechen und wies gleichzeitig das geringste Volumen mit 22,2 cm® auf. Es
kann davon ausgegangen werden, dass eine deutlich homogenere Erwdarmung und
damit Verteilung des DOX bei diesem Patienten stattgefunden hat. Auffallig bei
diesem Patienten war das Auftreten einer neuen Umfangsvermehrung in der Néhe
des Primadrtumors aber auBerhalb des Hyperthermiefeldes nach zwei
Therapiezyklen. Diese wurde nicht beprobt, zeigte aber in der PET-MRT eine
Anreicherung des Radiopharmakons. Dieses Bild spricht wahrscheinlich fir eine
Satellitenmetastase, allerdings kann eine Entziindung nicht sicher ausgeschlossen
werden. Die Entstehung eines zweiten Primartumors innerhalb so kurzer Zeit
wére auch maoglich. Wéhrend des Legens der Temperatursonde, sowie bei der
Gewebsentnahmen konnte es zu einer Implantation von Tumorzellen entlang des
Stichkanals gekommen sein. Die Umfangsvermehrung trat wenige Zentimeter
vom Primértumor auf, was sich aufgrund der beweglichen Katzenhaut erklaren
lasst. Um die Entstehung von Satellitenmetastasen zu verhindern ist es wichtig,
dass die Haut bei der Implantation der Temperatursonde sowie bei den
Gewebsentnahmen nicht Uber den Tumor geschoben wird, sondern Uber den
Tumor gespannt wird. Aullerdem ist es wichtig, einen Sondeneingang in

unmittelbarer Nahe des Tumors zu wahlen.

Die sehr schnell einsetzenden neurologischen Symptome nach den
Aufnahmeuntersuchungen verhinderten die Therapie von Patient # IV. Anhand
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der neurologischen Untersuchung konnten die Ursache der Paraplegie und der
Uberlaufblase in der Brustwirbelsaule im Interskapularbereich lokalisiert werden.
Dies entsprach der Lokalisation des Tumors. Da es sich bereits um das 7. Rezidiv
handelte, war von einem aggressiveren Tumorwachstum auszugehen, in der MRT
konnte ein sehr infiltratives Wachstum aufgezeichnet werden und der Tumor
wurde als Grund der neurologischen Ausfélle gesehen. Eine weitere mogliche
Ursache ware eine nicht vorsichtig genug vorgenommene Lagerung fur die MRT
in Narkose gewesen, wodurch das Rickenmark Schaden genommen haben

kdnnte.

Patient # V (0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX) zeigte zu Beginn der Therapie ein
leicht gestortes Allgemeinbefinden, welches auf die Tumoreinblutung
zurlickgefuhrt werden konnte. Die Therapie fiihrte bei diesem Patient neben einer
deutlichen Tumorvolumenreduktion auch dazu, dass die Blutung gestoppt werden
konnte und das Allgemeinbefinden des Patienten sich verbesserte. Die Ursache
des letalen Narkosezwischenfalles blieb unbekannt, alle Untersuchungen im

Rahmen der Re-Staging waren als unaufféllig zu beurteilen.

In der zweiten Therapiegruppe zeigte Patient # VI mit einer
Tumorvolumenreduktion um 29,2% den geringsten Tumorriickgang. Bei diesem
Patienten handelte es sich um ein Rezidiv. In der dritten Therapiegruppe (1,0
mg/kg DPPG,-TSL-DOX) sprach ebenfalls der Patient mit einem Rezidiv (# X)

schlechter auf die Therapie an.

Das berechnete Tumorvolumen bei Patient # 1X wéhrend der letzten
Therapiesitzung beruht hochstwahrscheinlich auf einer fehlerhaften Messung.
Anhand dieser Messungen ware der Tumor progressiv, jedoch konnten bei der
Abschlussuntersuchung deutlich kleinere Werte ermittelt werden. Das Ansprechen
dieses Patienten wurde deswegen als eine partielle Remission interpretiert. Das
Tumorvolumen bei den Abschlussuntersuchungen wurde bei allen Patienten fur
die Beurteilung des Gesamtansprechens herangezogen, auch wenn die Messungen
im wachen Zustand stattgefunden hatten. Ein Rickgang nach der letzten

Therapiesitzung wurde damit in der Gesamtbeurteilung berticksichtigt.

Durch die Tumorvolumenreduktion wurden einige Tumoren (# VII, VIII) sehr

flachig und die Pseudokapsel ging verloren. Die Abgrenzung zwischen gesundem
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Gewebe und Tumor gestaltete sich mit zunehmender Remission schwieriger.
Deswegen konnten die mittels Schieblehre dokumentierten Messwerte grofere
Ungenauigkeiten aufweisen, im Gegensatz zu Messungen bei anderen Tumoren
mit einer deutlichen Abgrenzung zum umliegenden Gewebe. Eine genauere
Messung, sowie die Beschreibung der Tumorausdehnung in die Tiefe, konnte
anhand von den PET-MRT-Daten oder einer anderen Bildgebung erhoben
werden. Auch die Implantation der Temperatursonde gestaltete sich aufgrund der
erschwerten Abgrenzung zwischen gesundem und tumorésem Gewebe als
schwierig. Bei solchen Tumoren konnte die Gefahr von lokalen Nebenwirkungen
erhoht sein. Es muss in Betracht gezogen werden, ob diese Tumoren frihzeitig
chirurgisch entfernt werden sollten, um das Risiko lokaler Nebenwirkungen zu

senken.

Das Tumoransprechen stieg mit den Dosisgruppen. Allerdings wurden Patienten
mit einem geringeren Tumorvolumen in der Dosisgruppe Il als in Dosisgruppe |
therapiert. Durch ein kleineres VVolumen passte der gesamte Tumor unter den
Applikator und eine homogenere Erwdrmung wurde damit eher erreicht. Bei
vielen Tumoren wurde nicht nur eine Volumenreduktion aufgezeichnet, sondern
auch der Palpationsbefund veranderte sich im Laufe der Therapie. Haufig wurden

die Tumoren besser umgreifbar und weicher.

Die groBte Volumenreduktion konnte bei vielen Patienten nach den ersten drei bis
vier Sitzungen beobachtet werden. Wenn diese Tumorveranderung eine operative
Entfernung schon erleichtern wirde, konnte diskutiert werden, ob eine friihere
Operation stattfinden sollte. Dadurch konnte den Patienten einige Narkosen
erspart werden, auflerdem ware die Gefahr, die kumulative DOX-Dosis erreicht zu
haben, nicht gegeben. Die Messungen wurden nur mittels einer Schieblehre
durchgefuihrt, jedoch wurde von einer hoheren Messungsgenauigkeit
ausgegangen, da die Messungen in Narkose durchgefiihrt wurden. Im wachen
Zustand trégt die Kooperationsbereitschaft der Katze zu der Messgenauigkeit bei,
aullerdem kann die Korperspannung die Messungen bei einigen Tumoren

zusatzlich erschweren.

Die Kombinationstherapie ermdglichte oder erleichterte die chirurgische Exzision

von sieben Tumoren.
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Systemische Toxizitét

Die DPPG,-TSL-DOX-Applikation wurde gut vertragen und konnte ohne eine
Pramedikation mit Antihistaminika oder Kortikosteroiden erfolgen. Die Therapie
mit DPPG,-TSL-DOX fiuhrte zu deutlich geringeren  systemischen
Nebenwirkungen, verglichen zu einer Standardtherapie mit DOX.

In allen Therapiegruppen wurde ein Gewichtsverlust beobachtet. Dieser war in
sechs Fallen (# 1, 111, VI-1X) milde und beruhte auf einem verminderten Appetit.
Die vielen Therapiesitzungen Uber einen relativ kurzen Zeitraum stellten fur die
Katzen sicherlich eine Stress-situation dar, welche sich in einer verminderten
Futteraufnahme wiederspiegelte. Patient 1 und Il waren fir die Therapie
zusétzlich in der Klinik untergebracht, was auch zu einer verminderten
Futteraufnahme beigetragen haben konnte. Aufgrund einer Einblutung in den
Tumor zeigte Patient # V anfangs ein leicht gestortes Allgemeinbefinden, was in
Kombination mit dem damit verbundenen Stress zu einer verminderten
Futteraufnahme flihrte. Daraus kann der etwas starkere Gewichtsverlust (Grad II)
erklart werden. Bei Patient # 1X l&sst sich der groRere Gewichtsabfall (Grad I11)

durch die wéhrend der Behandlung entstandene Azotamie erkléren.

Die intermittierende niedrige Thrombozytenzahl bei Patient # II, 111 und XI
kdnnte auf einem Messfehler beruhen, da dieses Phanomen nicht regelmaRig in
den entsprechenden Dosisgruppen auftrat. Katzenblut neigt sehr schnell zur
Verklumpung. Eine paraneoplastische Thrombozytopenie kann auch in Betracht
gezogen werden, diese wiirde aber Uber einen langeren Zeitraum bestehen und
korreliert auBerdem hadufig mit einer Tumorprogression, welche hier aber nicht
beobachtet wurde. Patient # 111 zeigte zwar eine Tumorprogression, aber es wurde
in diesem Zeitraum nur einmalig ein niedriger Thrombozytenwert dokumentiert.
Die bei den Patienten beobachteten Leukozytosen, die entweder alleine, oder in
Kombination mit einer Neutrophilie ohne Linksverschiebung auftraten, konnten
auf Stress und Aufregung der Patienten zurlickgefihrt werden. Wegen der
wéhrend der Therapie entstandenen Neutrophilie mit Linksverschiebung wurde
der Patient # | erfolgreich mit Synulox 12,5 mg/kg (Zoetis Deutschland GmbH,
Berlin, Deutschland) zweimal taglich therapiert. Es bestand kein Verdacht auf
einen Zusammenhang zwischen der Erhéhung der Entzlindungszellzahlen und der

Therapie. Der Tumor war zu diesem Zeitpunkt reizlos. Aufgrund des Abszesses
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konnte bei Patient # VII ebenfalls eine Neutrophilie mit Linksverschiebung

dokumentiert werden.

Ein Neutropenie wurde wahrend der Studie in keiner Dosisgruppe dokumentiert.
Dies spricht dafur, dass das DOX lokal im Tumor freigesetzt worden ist. Patient #
IX zeigte jedoch ein Abfall der neutrophilen Granulozyten sowie der
Gesamtleukozyten bei den Kontrollen sieben Tage nach der Therapie. Der Abfall
der Zellen war nie so stark, dass der Patient sepsisgefahrdet war und eine
prophylaktische Antibiotikagabe war ebenfalls nicht indiziert. Der Tumor befand
sich auf Hohe des Herzens auf der rechten Thoraxwand. Eine Freisetzung des
DOX im Herzen und damit im Blutkreislauf durch eine zu tiefe Erwarmung, kann
nicht ausgeschlossen werden. Die Neutrophilenzahl waren bis zur nédchsten

Therapiesitzung angestiegen und ein Therapieaufschub musste nicht stattfinden.

Die ab der vierten Therapiesitzung entstandene Azotdmie des Patienten # X
kénnte mehrere Ursachen haben. Altere Katzen haben nicht selten eine chronische
Nierenerkrankung (CNE), welche in einem sehr spaten Stadium erst anhand von
Laborwerten detektiert werden kann. Es ware mdglich, dass eine Schéadigung vor
Beginn der Therapie vorlag, welche weder ultrasonographisch noch im Labor
ersichtlich war und sich drastisch durch die vielen und langen Narkosen
verschlechterte (sogenanntes ,,akut auf chronisch*). Eine Minderdurchblutung der
Nieren wahrend der Narkosen kann trotz Blutdruckmessungen nicht
ausgeschlossen werden, dies konnte zu einer Progression der Azotamie
beigetragen haben. Der Tumor war rechts dorsal im Bereich der letzten Rippen
lokalisiert. Als weitere Ursache fiir die Azotdmie kame deshalb auch eine
Miterwédrmung der rechten Niere in Frage. Bei der Abschlussuntersuchung wiesen
beide Nieren chronische Veranderungen auf, deshalb scheint diese Ursache wenig
plausibel. Durch eine eventuelle Erwarmung der rechten Niere wére auch eine
Freisetzung des DOX innerhalb derselben mdglich. Eine schlagartige Freisetzung
von hochkonzentriertem DOX konnte die Niere akut schadigen und wiirde zu
einer groReren Menge an DOX im systemischen Kreislauf fuihren, sowie eventuell
auch zu einer Myelosuppression im Sinne einer klassischen Chemotherapie. Eine
vermehrte systemische Toxizitdt wurde bei diesem Patienten in keiner
Therapiesitzung beobachtet. Die kumulative Dosis fir eine Niereninsuffizienz,

verursacht durch eine DOX-Therapie, wurde nicht Gberschritten. Am
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wahrscheinlichsten scheint eine subklinische Vorschédigung der Nieren, die sich
in Kombination mit den oben genannten Faktoren verschlechtert hat. Die
Umfangsvermehrung  der  rechten  Nebenniere, die  wéhrend  der
Ultraschalluntersuchung im Rahmen der Abschlussuntersuchung sichtbar wurde,
kdnnte eine Metastase des Fibrosarkoms sein. Eine andere Neoplasie oder eine
Zyste wadre auch denkbar. Es besteht die Mdoglichkeit, dass diese Veranderung
schon vor Beginn der Therapie vorlag, aber nicht ultrasonographisch dargestellt

werden konnte.

Ein Abfall der Hamatokrit- und Hamoglobinwerte wurde bei mehreren Patienten
beobachtet. Diese kamen sowohl als milde regenerative, als auch als mikrozytare
aregenerative Anamien vor (Grad I-111). Dieser Abfall fand bei den meisten
Patienten kontinuierlich wahrend der Therapie statt. Ein groRerer Abfall konnte
allerdings bei einigen Patienten bereits nach der ersten PET-MRT-Narkose im
Rahmen der Voruntersuchungen dokumentiert werden, damit steht dieser Abfall
nicht in Verbindung mit der Therapie. Bei diesen Narkosen wurde das
Anésthetikum Propofol fur die Einleitung benutzt, welches bekanntermalien zu
einer Heinz-Body-Anamie flihren kann. Wahrend der Therapiesitzungen wurden
deswegen das Anésthetikum Alfaxolon fur die Narkoseeinleitung verwendet.
Allerdings wurde keine Brillantkresylblau- oder Methylenblaufarbung nach
Alfaxolongabe durchgefuhrt, um eine Heinz-Body-Anamie auszuschlieRen. Der
myelosuppressive Effekt des DOX auf die Erythrozyten wird gewdéhnlich nicht
nach so einer kurzen Zeit erwartet, da die Lebensdauer der Erythrozyten circa 90
Tage Dbetrdgt. Eine iatrogene Senkung des Hamatokrits sowie der
Hamoglobinkonzentration durch mehrmalige Blutentnahmen im Rahmen der
pharmakokinetischen Messungen muss in Betracht gezogen werden. Die Patienten
erhielten wahrend der Therapie regelméf3ig Infusionen, die Blutproben fur die
Kontrolluntersuchungen wurden jedoch vor Beginn der Infusion entnommen.
Damit kann ein verdunnender Effekt der Infusionen auf das Blutvolumen zum
Zeitpunkt der Probenentnahme ausgeschlossen werden. Anzeichen einer
Hamolyse oder Blutung bestand bei keinem der Patienten, abgesehen von Patient
# V. Dieser Patient wies zu Beginn der Therapie eine Einblutung im Tumor auf.
Die Einblutung kdnnte zur Andmie beigetragen haben, allerdings unterschied sich
der Abfall des Hamatokrit nicht wesentlich von den anderen Patienten. Bei allen

Patienten konnte auch eine andere Komponente wie z.B. ein Eisenmangel
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aufgrund der chronischen Erkrankung zum Abfall beigetragen haben. Eine
mdogliche Beteiligung der CNE am H&matokritabfall muss bei Patient # X in
Betracht gezogen werden. Keiner der Patienten entwickelte aufgrund der Anamie
Klinische Symptome. Bei einer Kontrolle nach Ende der Therapie lag der
H&matokritwert bei Patient # VI, VII, VIII, IX und XI wieder im Referenzbereich.
Die Andmie verschlimmerte sich bei Patient # X im Laufe der CNE. Der
Hamatokrit wurde bei den restlichen Patienten durch den Haustierarzt nicht

nachkontrolliert.

Die am Herzen auftretende Verdnderungen bei Patient # IX konnte auf eine
Erwarmung des Herzens beruhen. Der Tumor war ventral an der rechten
Thoraxwand kaudal des Ellbogens lokalisiert. Fur eine akkurate Ankopplung des
Applikators musste die Haut gestrafft werden und dadurch befand sich der Tumor
auf Hohe des Herzens. Weiterhin wies der Tumor nur ein geringes VVolumen mit
4,1 cm® auf, was die Ankopplung zusétzlich erschwerte und es kénnte auch zu
wenig Bolus verwendet worden sein. Aufgrund eines technischen Problems wurde
bei einer Sitzung der Tumor deutlich langer erwarmt, bevor DPPG,-TSL-DOX
appliziert wurde. Wenn bei dieser Sitzung zu wenig Bolus verwendet wurde,
kdnnte das Herz Uber einen langeren Zeitraum erwarmt und dadurch geschadigt
worden sein. Eine intrakardiale DOX-Freisetzung kann ebenfalls zu
Schédigungen gefuhrt haben, genauso wie das Zusammenspiel dieser beiden
Komponenten. Wahrend der nachfolgenden Therapiesitzung zeigten dieser Patient
ventrikulare Extrasystolen. Diese stellten den Grund fir einen friihzeitigen
Herzultraschall dar, in welchem die oben aufgefiihrten Veranderungen festgestellt
wurden. Die Veranderungen konnten mit einer Myokarditis vereinbart werden.
Differentialdiagnostisch kamen eine infiltrative Verdnderung des Herzmuskels,
oder eine hypertrophe Kardiomyopathie (HCM) in Frage. Diese Ursachen
erschienen weniger plausibel, da wahrend des Herzschalls im Rahmen der
Aufnahmeuntersuchungen kein Verdacht auf diese potentiellen Ursachen bestand.
Die zum Zeitpunkt des Abbruches bestehende Hypertonie konnte auch als
Ursache der Verdnderungen angesehen werden. Die Hypertonie entwickelte sich
aber wahrend der Therapie und konnte auch von den Veradnderungen am Herzen
hervorgerufen worden sein. Dies trifft ebenfalls auf die ventrikuldaren
Extrasystolen zu. Eine weitere Mdglichkeit fir die Entstehung einer HCM wére

eine Nierenerkrankung oder eine Hyperthyreose, welche aber beide bereits durch
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die Aufnahmeuntersuchungen ausgeschlossen worden waren. Die Verédnderungen
waren ein halbes Jahr nach dem Therapieabbruch leicht rickgangig und der
Patient mit der verordneten Medikation gut eingestellt. Dieser erhobene Befund
ware mit einer Myokarditis zu vereinbaren. Der Patient wies wahrend des

gesamten Zeitraums keine klinischen Symptome auf.

Lokale Toxizitat

Die lokale Toxizitat war in allen Dosisgruppen akzeptabel. Eine Progression der
wenigen aufgezeichneten Verbrennungen wurde vor allem durch das Schlecken
beglinstigt. Die bei Patient # X entstandene Ulzeration und Nekrose war auf eine
Automutilation zurtickzufiihren. Das Schlecken konnte mittels Halskragen oder
Body nicht verhindert werden. Patient # Il1 zeigte eine starke Tumorprogression,
welche die lokale Veranderungen verstarkt haben kénnte. Durch die Progression
steigt die Hautspannung, die Elastizitat lasst nach und die Haut wird dinner. Auch
bei diesem Patienten kann das Schlecken nicht ausgeschlossen werden. Dies gilt
ebenfalls fir Patient # V. Es schien, als wirde eine therapiebedingte Verénderung
an der Tumoroberflache das Schlecken begtinstigen.

Der Tumor von Patient # VII war vor der Abszessentstehung sehr klein und
flachig geworden, was eine Differenzierung von Tumor und umliegendem
Gewebe erschwerte. Eine mogliche Ursache fiir die Abszessentstehung ware ein
nicht steriles, unsauberes Arbeiten wahrend der Implantation der intratumoralen
Temperatursonde, sowie bei der Entnahme der Biopsien. Eine andere Mdglichkeit
waére ein Eindringen von Bakterien in den Tumor nach der vorherigen Sitzung, da
der Sondeneingang nicht mittels eines Hauthefts vorschlossen worden war. Dies
scheint eher unwahrscheinlich, da die gesetzte L&sion durch die Implantation sehr
klein war und sich normalerweise von alleine innerhalb kirrzester Zeit schlief3t. Es
wurde wéhrend der Studie mehrmals problemlos auf ein VerschlieRen des
Sondeneingangs verzichtet. Eine Kontamination der DPPPG,-TSL-DOX-Charge
k&me auch als Ursache in Frage, die Kontamination konnte wéhrend der
Herstellung oder der Zubereitung entstanden sein. Jedoch ware eine bei der
Herstellung entstandene Kontamination bei den Qualitatsanalysen aufgefallen.
Eine Kontamination wéhrend der Zubereitung kann nicht ausgeschlossen werden,
hétte aber weniger eine lokale Infektion verursacht, sondern eher die Anzeichen
einer Sepsis hervorgerufen. Ein nicht steriles Arbeiten scheint als Ursache
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plausibler. Eine Vorschadigung des Gewebes durch die mehrmalige Punktion des
Tumors wéhrend der vorhergegangenen Sitzungen konnte die Entstehung eines
Abszesses beglnstigt haben. Das auf der anderen Korperhalfte kurz nach der
ersten Operation entstandene Fibrosarkom konnte auf einer subkutanen Injektion
von Schmerzmittel oder Antibiotika nach der Operation beruhen. Eine weitere
Madglichkeit wére die Implantation von Tumorzellen entlang des Schnittrandes bei
der chirurgischen Entfernung, weil nicht zwischen Abszess und Tumor
unterschieden werden konnte. Der Schnittrand reichte bis zur Wirbels&ule und das

neu entstandene-Fibrosarkom trat weit dorsal auf der andere Korperhalfte auf.

Maximum tolerated dose

In der ersten Dosisgruppe wurde die Therapie gut vertragen und die Dosis konnte
gesteigert werden, da nur ein Patient lokale Nebenwirkungen aufwies. Ein
besseres Ansprechen auf die Therapie bei einem &hnlich akzeptablen
Nebenwirkungsspektrum konnte durch die Dosiserh6hung aufgezeichnet werden.
Ahnliche lokale Nebenwirkungen wurden bereits von Zimmermann bei der
Verabreichung von niedriger dosiertem DPPG,-TSL-DOX beobachtet
(ZIMMERMANN, 2014). Es wurde davon ausgegangen, dass die maximal
tolerierte Dosis noch nicht erreicht worden war, woraufhin die Dosis auf 1,0
mg/kg DPPG,-TSL-DOX erhoht wurde. Diese Dosis entspricht der Standarddosis
von freiem DOX. Mit dieser Dosierung wurden die ersten systemischen
Nebenwirkungen in Form einer Azotdmie (# X), erniedrigter Anzahl der
neutrophilen Granulozyten (# 1X) und Veranderungen am Herzen mit einer
begleitenden Hypertension beobachtet. Patient # [IX wies ein gutes
Allgemeinbefinden auf und eine antibiotische Therapie aufgrund der niedrigen
Neutrophilenzahlen war zu keiner Zeit indiziert. Die Verédnderungen am Herzen
lassen sich anhand der Durchfihrung der Hyperthermie erklaren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine akzeptable lokale Toxizitét, die
sich zwischen den Dosisgruppen nicht wesentlich veranderte, und eine ebenfalls
akzeptable geringe systemische Toxizitdt dokumentiert werden konnten. Die
Entstehung einer durch die Applikation des DOX bedingten CNE zu einem
spateren Zeitpunkt muss allerdings in Betracht gezogen werden. In dieser Studie

wurden keine Langzeitkontrollen der Patienten durchgefihrt.
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Es ist nachgewiesen worden, dass die zu erwartende MTD bei liposomal
eingeschlossenen Medikamenten im selben Bereich wie bei freien Medikamenten
liegt, wenn eine schnelle Freisetzung aus den Liposomen gegeben ist (ALLEN,
2007). Damit lage die zu erwartende MTD von DPPG,-TSL-DOX bei 1,0 mg/kg.
In einer Studie von Hauck et al. wurde LTSL-DOX in Kombination mit
Hyperthermie bei Hunden mit unterschiedlichen Tumorgenese eingesetzt. Hier lag
die MTD mit 0,93 mg/kg knapp unter dem von freiem DOX (HAUCK et al.,
2006). Die maximal tolerierte Dosis wurde in der vorliegenden Studie aber nicht

erreicht.
Limitationen

Eine Limitation der Studie stellte das nicht fur alle Dosisgruppen einheitliche
Therapieprotokoll dar. Hier anzusprechen ist das Therapieprotokoll von Patient #
IV und V in der zweiten Therapiegruppe. Eine PET-MRT konnte aus
organisatorischen Grunden bei diesem Patienten nicht durchgefihrt werden.
Aullerdem musste auf ein Kontroll-MRT nach Hélfte der Therapiesitzungen
verzichtet werden. In der ersten und zweiten Therapiegruppe wurde das DPPG,-
TSL-DOX sofort bei der ersten Sitzung in Kombination mit Hyperthermie
verabreicht, in der dritten Dosisgruppe wurde eine zusétzliche Sitzung ohne
Hyperthermie fur die Pharmakokinetik eingeplant. Die PET-MRT-Kontrolle
erfolgte  aber in allen Gruppen nach zwei Sitzungen mit der
Kombinationstherapie. Da das DPPG,-TSL-DOX keinen ausgepragten
Tumortropismus aufweist, wurden keine erheblichen Veranderungen am Tumor
durch die einmalige alleinige Applikation erwartet. Die Zieltemperatur
unterschied sich ebenfalls bei einigen Sitzungen und Patienten in der ersten und
zweiten Dosisgruppe von den geplanten 42 °C. Es wurde bei Tumoren mit einem
groReren Volumen hohere Temperaturen gewahlt, um eine homogenere
Erwarmung, vor allem im Randbereich, zu erzielen. In der zweiten Dosisgruppe
vervollstandigten, im Gegensatz zu den anderen Gruppen, nur zwei Patienten die

gesamte Therapie.

Es wurden Katzen mit unterschiedlich groBen Tumoren in die Studie
aufgenommen. Wie zuvor dargelegt, kann eine homogene Tumorerwéarmung nicht
stattfinden, wenn nicht der gesamte Tumor unter den Applikator passt. Durch die

Tumorprogression von Patient # I1l und aufgrund der Daten von Zimmermann
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wurde beschlossen, dass nur noch Katzen in die Studie aufgenommen werden
sollen, deren Tumor unter den Applikator passt (ZIMMERMANN, 2014). Es ist
nicht auszuschlieBen, dass in der ersten Dosisgruppe ein besseres
Therapieansprechen hatte aufgezeichnet werden konnen, wenn die Tumoren
kleiner gewesen waren. Ebenfalls ware ein schlechteres Ansprechen in der dritte
Dosisgruppe denkbar, hatten die Tumore ein grofieres Volumen aufgewiesen. Der
Applikator konnte nicht an die Tumorgrol3e angepasst werden, da nur eine Grolie
zur Verfugung stand. Es wurden sowohl Primértumoren, als auch Rezidive
therapiert. Rezidive sind fir ein aggressiveres Verhalten bekannt und sprachen in
dieser Studie erwartungsgemal schlechter auf die Therapie an (# 111, V1).

Eine weitere bedeutende Limitation der Studie ist die Beurteilung des
Ansprechens nur anhand von Messungen mit einer Schieblehre. Wird der gleiche
Tumor von mehreren Personen ausgemessen, werden verschiedene Werte
erhoben. In dieser Studie wurden die Messungen der Tumoren nur in
Ausnahmeféllen nicht von derselben Person durchgefiihrt, um die individuelle
Varianz Kklein zu halten. Die Beurteilung des Volumens und letztendlich des
Tumoransprechens ware durch eine PET-MRT exakter und reproduzierbarer. Dies
ware vor allem bei den flachig gewordenen Tumoren von Vorteil gewesen. Es ist
bekannt, dass eine manuelle Messung zu deutlich geringeren Volumenergebnissen
flhrt, als wenn die Messung anhand einer Bildgebung durchgefiihrt wird. Mittels
einer PET-MRT konnten auch Verdnderungen an den nekrotischen Anteilen des
Tumors beurteilt werden. Diese Veranderungen gelten in der Humanmedizin als
aussagekraftige Parameter beziglich des Tumor-Ansprechens auf die Therapie
(BAUR et al., 2003).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Die einfache Durchfiihrung und Umsetzung der Kombinationstherapie bestehend
aus der intravendsen Applikation des DPPG,-TSL-DOX simultan zu RHT beim
felinen Fibrosarkom wurde bestatigt. Durch die oberflachliche Lokalisation der

Tumoren konnten diese ohne Probleme auf die Zieltemperatur erwarmt werden.

Die Pharmakokinetik des DPPG,-TSL-DOX im Plasma wurde unter dem Einfluss
der Hyperthermie in allen Dosisgruppen gemessen. Innerhalb der einzelnen
Dosisgruppen konnten starke Abweichungen der gemessenen
Plasmakonzentration der einzelnen Patienten aufgezeichnet werden. Eine
Dosiserhéhung des DPPG,-TSL-DOX flhrte zu einer Erhéhung der
Plasmakonzentration bei allen Patienten innerhalb der Dosisgruppen. Auch die
AUC stieg mit steigender Dosis. Dieses Ph&nomen l&asst sich anhand der
begrenzten Aufnahmekapazitéit der Zellen des RES erkléren. Eine Uberschreitung
der Aufnahmekapazitét flihrt zu einer hoheren Plasmakonzentration. In der dritten
Dosisgruppe, die 1 mg/kg DPPG,-TSL-DOX erhielt, wurde zusatzlich die
Pharmakokinetik der Liposomen ohne Einfluss der Hyperthermie ermittelt. Der
Einfluss der Hyperthermie auf der Freisetzung des DOX aus dem DPPG,-TSL
kann graphisch dargestellt werden. Bei einer alleinigen Applikation des DPPG,-
TSL-DOX konnte ein log-linearer Abfall der Plasmakonzentration des DOX
dokumentiert werden. Eine simultane RHT fihrte hingegen zu einer raschen
Freisetzung des Wirkstoffes aus den DPPG,-TSL welche durch einen

exponentiellen Abfall der Plasmakonzentration des DOX charakterisiert wird.

Eine Aussage uber den Zusammenhang zwischen den applizierten DPPG,-TSL-
DOX und der gemessenen DOX-Konzentration im Gewebe konnte nicht getroffen
werden da die Gewebekonzentrationen unterhalb der im Labor etablierten
Nachweisgrenze lagen. Anhand der Biopsie wurden nur Kleine Proben

entnommen, welche nicht den Gesamttumor représentieren kénnen.

Acht von insgesamt elf Studienpatienten vervollstdndigten die vorgesehenen
Therapiesitzungen. Ein Patient wurde nach den Aufnahmeuntersuchungen
aufgrund von tumorbedingten, neurologischen Symptomen aus der Studie
ausgeschlossen. Grund des Abbruchs der anderen zwei Patienten waren zum einen

die Abszessentstehung im Tumorbereich (# VII, Dosisgruppe 0,8 mg/kg DPPG,-
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TSL-DOX) zum anderen Verdnderungen des Herzens (# IX, Dosisgruppe 1,0
mg/kg DPPG,-TSL-DOX). Eine chirurgische Tumorexzision war jedoch auch bei
diesen Patienten mdglich. Insgesamt wurde nur bei einem Patienten (# IlI,
Dosisgruppe 0,6 mg/kg DPPG,-TSL-DOX) eine Progression des Tumors
dokumentiert. Bis auf ein stabiles Krankheitsgeschehen (# VII, Dosisgruppe II)
konnte bei den restlichen acht Patienten eine partielle Remission des Tumors
durch die Therapie erreicht werden. Hierzu zéhlen auch die zwei Patienten,
welche die Therapie vorzeitig abbrechen mussten. Die Ansprechrate stieg mit
zunehmender Dosissteigerung. Von den acht Patienten die die gesamte Therapie
vervollstandigt haben, konnte im Anschluss der Tumor bei finf Patienten reseziert
werden. Davon wurden je ein Patient mit 0,6 mg/kg bzw. 0,8 mg/kg, und drei
Patienten mit 1,0 mg/kg DPPG,-TSL-DOX therapiert.

Die Therapie wurde insgesamt gut toleriert. Die Applikation des DPPG,-TSL-
DOX konnte ohne eine Pramedikation durchgefiihrt werden. Lokal wurden nur
subakute Nebenwirkungen bei drei Patienten, einem pro Dosisgruppe, beobachtet.
Diese Veranderungen zeigten sich erst als Hautrétungen und Odeme (Grad 1), im
Laufe der Therapie entstanden daraus leichte Verbrennungen (Grad I). Ein Patient
entwickelte einen Abszess im Tumorbereich. Erst durch die Applikation der
hdchsten Dosis des DPPG,-TSL-DOX konnten systemische Veranderungen
aufgezeichnet werden. Eine verstarkte systemische Freisetzung des DOX konnte
bei einem Patienten (# 1X) nicht ausgeschlossen werden, dies konnte den Abfall
der Neutrophilenzahl sowie der Leukozytenzahl erkldren. Dieser Patient erlitt
durch die Therapie Herzveranderungen, welche wahrscheinlich durch die
Miterwdrmung des Herzens zustande gekommen sind. In der gleichen
Dosisgruppe entwickelte ein Patient (# X) eine persistierende Azotdmie. Es ist
davon auszugehen, dass die maximal tolerierte Dosis in dieser Studie nicht
erreicht worden ist. Um die MTD zu evaluieren misste die Dosis des DPPG,-

TSL-DOX weiter gesteigert werden.

Zusammengefasst waren die aufgezeichneten Nebenwirkungen akzeptabel und ein
Tumoransprechen konnte bei allen Patienten ab der Dosis 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-
DOX dokumentiert werden. Diese Therapiekombination besitzt ein hohes
Potential bei der Therapie von fortgeschrittenen Fibrosarkomen und fiihrte in der

vorliegenden Studie zu guten Erfolgen. Die neue Therapieoption konnte im
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Rahmen einer Multimodalitatstherapie einen wichtigen, routineméfi3igen Baustein
darstellen. Durch eine Tumorvolumenreduktion kann eine chirurgische Resektion
erreicht oder erleichtert werden. Eine effektive Therapie bei Tumoren mit grof3en
Volumina wére denkbar, wenn verschiedene ApplikatorgroRen zur Verfugung
stehen wirden. Die Kombination aus RHT simultan zur DPPG,TSL-DOX erfullt
die Anforderungen einer neoadjuvanten Therapie und eine Anwendung beim
Menschen im Rahmen der Therapie von Hochrisiko-Weichteilsarkomen ware
denkbar.

In anschliellenden Untersuchungen sollen einige Patienten mit einer Kombination
aus RHT und freiem DOX mit der Standarddosis 1,0 mg/kg behandelt werden,
dadurch konnte die Uberlegenheit des DPPG,-TSL-DOX dargestellt werden.
Dafur ist eine prospektive, randomisierte, doppelblinde Studie mit zweli
Therapiearmen und ausreichend hohen Patientenzahlen flr eine statistische

Auswertung des Therapieeffekts erforderlich.
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VIlI. SUMMARY

The combination therapy of feline fibrosarcoma consisting of the intravenous
administration of DPPG,-TSL-DOX in conjunction with regional hyperthermia
(RHT) was confirmed to be practicable and easy to perform. The tumours could
be uncomplicatedly heated to the target temperature because of their superficial
position.

In all dose groups the pharmacokinetics of DPPG,-TSL-DOX in plasma was
measured under the influence of hyperthermia. The documented plasma
concentration varied strongly for each patient within a dose group. However, an
increased dose of DPPG,-TSL-DOX led to an increase in the DOX plasma
concentration for all patients within the dose group. Furthermore, the area under
the curve (AUC) increased with increased dose. This phenomenon can be
explained by the limited intake capacity of the mononuclear phagocyte system-
cells. Transgression of the intake capacity leads to a higher DOX-plasma

concentration.

In the third dose group (1.0 mg/kg DPPG,-TSL-DOX), the pharmacokinetics of
the DPPG,-TSL-DOX without the influence of hyperthermia was additionally
measured. The influence of hyperthermia upon the release rate of DOX out of
DPPG,-TSL can be graphically illustrated. With just the application of DPPG,-
TSL-DOX a log-linear decrease could be documented. A simultaneous RHT
however led to a fast DOX-release from the DPPG,-TSL, which is characterised

by an exponential decrease of the plasma concentration.

The correlation between the administered dose of DPPG,-TSL-DOX and the
measured tissue DOX concentration could not be determined as DOX-tissue
concentrations were too low to be detected with the HPLC-method established in
the laboratory. Only small samples could be collected with a biopsy, which cannot

represent the whole tumour.

Eight out of eleven study patients completed the scheduled therapy sessions. One
patient was excluded from the study after the initial examination due to tumour
related neurological symptoms (dose group Il, 0.8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX).
Reasons for the treatment discontinuation of the two other patients were on the
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one hand an abscess formation in the tumour area (dose group Il) in one of the
patients and on the other hand alterations of the heart (dose group 11, 1.0 mg/kg
DPPG,-TSL-DOX) in the second patient. A surgical resection was nevertheless
possible for those two patients. Overall, only one tumour progression (dose group
I, 0.6 mg/kg DPPG,-TSL-DOX) was documented. Except for one stable disease
(dose group 1) a partial tumour remission could be achieved through the therapy
for the remaining eight patients. An increased response rate could be noted with

an increased dose.

A tumour excision could be performed by five out of the eight patients who had
completed all the therapy sessions. Of those, one patient belonged to the first dose

group, one to the second dose group and three to the third group.

The therapy was overall well tolerated. Premedication before the application of
DPPG,-TSL-DOX was not necessary. Only side effects of subacute types were
recorded locally for one patient in each dose group. Those alterations appeared
first as erythema and oedema, which progressed during the therapy into mild
burns. One patient developed an abscess in the tumour area. First systemic side
effects were only noted when the highest dose of DPPG,-TSL-DOX was
administered. A systemic release of DOX cannot be excluded for one patient,
what could explain the decrease in the neutrophil granulocyte count and in the
total leukocyte count of the patient. This patient suffered from, presumably
therapy related, heart alterations, which were probably caused by unwanted
heating of the heart. In the same dose group another patient developed a persistent

azotemia.

In this study, the maximum tolerated dose was most likely not reached and it

should be determined in future studies.

In conclusion, the documented side effects were acceptable and, except for one
tumour progression, a response to the therapy was observed in all patients. This
therapy combination exhibits a great potential for the therapy of advanced stage
fibrosarcoma. This therapy option could be a fundamental component in an
approach to a multimodal treatment. A surgical excision can be rendered possible
or facilitated due to a tumour volume reduction. If different sizes of the
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hyperthermia applicator were available, a more effective treatment of tumours

with greater volume would perhaps become possible.

The combination of RHT simultaneously with DPPG,-TSL-DOX fulfils the
criteria of a neoadjuvant therapy and the use as a component in the treatment of
human high risk soft tissue sarcomas could be possible. In subsequent
investigations, several patients should be treated with a combination of RHT and
free DOX at the standard dose of 1.0 mg/kg, which could prove the superiority of
DPPG,-TSL-DOX to free DOX. This would require a prospective, randomized,
double-blinded study with two therapy arms and a larger number of patients to
prove the therapeutical benefit of DPPG,-TSL-DOX plus RHT compared to free
DOX plus RHT.
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IX.

1.

ANHANG

Eigenschaften der Studienpatienten

Dosisgruppe Patient # Tumorlokalisation

Tumorvolumen

vor 1. Therapie
(cm®)

Tumorvolumen
Durchschnitt
(cm®)

Tumorvolumen
Median
(cm®)

1

Priméartumor
Primértumor
1. Rezidiv

7. Rezidiv
Primartumor
1. Rezidiv
Primartumor
Primartumor
Primartumor

1. Rezidiv

Primértumor

S8
22,2
106,9

64,3
189,8
8,2
10,4
18,4
4,1

7,4

9,6

59,5

37,3

8,5
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2. Therapieprotokoll

2.1. Therapieprotokoll Dosisgruppe | und Il

Eingangs- | Zyklus | Tag | Zyklus | Tag | Zyklus | Tag | Zyklus | Tag | Zyklus | Tag Tag 77
Untersuchung JAN 7 B 21 C 35 D 49 E 63 Abschluss-
Tag 0 Tag 14 Tag 28 Tag 42 Tag 56 Tag 70 | Untersuchung

Klinische
AIIgemelnuntersuchung

Tumorausmessung

_-----------_

PET-MRT

_-----------_

DPPG,-TSL-DOX
_-----------_

Tumorblop3|e

Blutentnahme
Pharmakokinetik**

*: Der Tumor wurde nicht ausgemessen, wenn die Kontrolle beim Haustierarzt durchgefuhrt wurde. **: Blutentnahme fiir die Pharmakokinetik fand
in der Dosisgruppe 11 bei Zyklus A statt. ‘Thoraxréntgen, Sonographie Abdomen, Sonographie Herz; 2Blutbild, Organprofil; *60 Minuten



I1X. Anhang 89

2.2. Therapieprotokoll Dosisgruppe I11; sowie Patient # V, Dosisgruppe |1

I I W 7 M

Tag0 Tag 14 Tag 28
- I I 1 _
Allgemelnuntersuchung

Tumorausmessu ng

———————

_______
DPPGZ-TSL DOX
_______

Tumorb|0p5|e

Blutentnahme
Pharmakokinetik
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Zyklus D Tag 49 Zyklus E Tag 63 Zyklus F Tag 77 Zyklus G Tag 91
Tag 42 Tag 56 Tag 70 Tag 84 Abschluss-
Untersuchung

Klinische
Allgemelnuntersuchung

Tumorausmessun g

________
PET-MRT?

________

DPPG,-TSL-DOX
________

Tumorb|03|e

Blutentnahme
1 I S O O I
*: Der Tumor wurde nicht ausgemessen, wenn die Kontrolle beim Haustierarzt durchgefiihrt wurde. ‘Thoraxréntgen, Sonographie Abdomen,
Sonographie Herz; 2 Bei Patient # \V MRT bei Eingangsuntersuchung und Abschlussuntersuchung; *Blutbild, Organprofil; “60 Minuten
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w

Tumoransprechen der Patienten

Tumorvolumen | Tumorvolumen | Veranderung | Therapeutischer [ Chirurgische | Strahlentherapie
Dosisgruppe Patient # vor Therapie | nach Therapie | Tumorvolumen Effekt Exzision
(cm®) (cm®) C)
v 64,3 [ - ] - L - - - ]
189,8 -89,0 -
2
4,1 47,1 +
3
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4, Charakterisierung der eingesetzten DPPG,-TSL-DOX-Chargen
Charge Konzentration DOX:lipid Z average PDI

DOX (mol/mol) (nm)

(mM)
23/07D 2,16 0,13 153 0,10
23/12D 2,80 0,11 165 0,07
23/15D 4,56 0,14 127 0,10
23/20D 4,34 0,13 125 0,10
23/28D 3,34 0,09 178 0,16
24/01D 3,87 0,12 138 0,21
24/03D 4,27 0,12 142 0,24
24/06D 3,93 0,11 168 0,19
24/09D 4,95 0,15 131 0,16
24/11D 5,37 0,14 122 0,09
24/14D 3,46 0,12 126 0,09
24/15D 2,42 0,14 120 0,07
24/16D 2,35 0,10 117 0,05
25/01D 4,12 0,12 121 0,17

Z average: mittlere PartikelgroRe; PDI: Polydispersitatsindex
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5. Hyperthermie-Daten
5.1. Zusammenfassung
Zyklus B Zyklus C Zyklus D Zyklus E Zyklus F Zyklus G
CEM 43°C CEM 43°C CEM 43°C CEM 43°C CEM 43°C CEM 43°C
Anzahl der Zyklen 10 9 10 9 8 8 | Mittel
Therapiewerte /Stabw
Mean Total CEM 43°C 19,2 44,6 75,5 52,8 72,8 78,7 3035
Median 13,6 141 14,7 14,4 21,9 14,3 81,8
Stdabw 13,4 62,5 90,9 61,3 90,9 1411 315,2
Mean Mittel 41,8 42,4 42,6 42,4 42,5 42,5 42,3
Stdabw 04 0,8 0,9 0,8 1.4 1,0 0,7
Mean T90 41,2 42,2 41,7 41,4 41,5 42,1 414
Stdabw 0,6 0,9 0,8 0,7 24 0,8 0,4
Mean T50 (MEDIAN) 42,0 42,5 42,9 42,5 42,6 42,6 42,4
Stdabw 05 1,0 12 0,9 1.4 1,0 0,8
Mean Tmax 43,0 43,1 44,0 43,9 44,0 44,0 44,8
Stdabw 0,8 12 2,0 18 15 2,6 25
Mean Tmin 39,7 40,7 40,3 394 40,1 40,7 38,2
Stdabw 14 13 15 2,2 24 1,8 1,7
Mean Anzahl Messpunkte 59,9 60,0 58,6 60,1 60,6 60,0
Stdabw 0,3 0,0 6,9 0,3 1,7 0,0
Aufheizphase
Mean Dauer Aufheizen 78 8,1 7,0 8,8 8,5 8,6
Median 8,5 6,5 7,0 7,0 75 75
Stdabw 23 37 19 4,0 2,5 3.2
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5.2. Hyperthermiedaten der Therapiegruppen
Dosisgruppe | Dosisgruppe 11 Dosisgruppe 111

T 50 (°C) Median 42,9 42,0 42,0
Min 41,4 41,9 41,8
Max 44,9 45,0 42,0
T 90 (°C) Median 41,4 41,9 41,9
Min 37,7 39,9 41,2
Max 44,8 44,8 41,9
CEM 43°C Median 50,4 14,4 41,0

Dauer der Aufheizphase (Min) Median 7 6,5 7
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6. Systemische Toxizitat
6.1. Erythrozyten

6.1.1. Hamoglobin

Hamoglobin Dosisgruppe |
10,0

9,0

8,0

7,0

=fi— Patient |

6,0 A
\I/ /.\I == Patient I|

> \././
4,0 == Patient Il

3,0

mmol/l

2,0

1,0

0,0 T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle ZyklusB Kontrolle ZyklusC Kontrolle ZyklusD Kontrolle ZyklusE Kontrolle ZyklusF Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F
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mmol/l

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0

0,0

Hamoglobin Dosisgruppe 11

PaN

=== Patient V

== Patient VI

=== Patient VII

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle

7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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Hamoglobin Dosisgruppe |11

10,0

9,0

8,0 - _d

7,0
==fe==Patient VIII
6,0

=== Patient IX

mmol/l

5,0
=g Patient IX
4,0

==f==Patient XI
3,0

2,0

1,0

0,0 T T T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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6.1.2. Hamatokrit

Hamatokrit Dosisgruppe |

0,45

0,40

0,35 —

0,30
. \-/.\-\\-\ ,I\‘- —@—Patient |
0,20 /\(I/./ == Patient ||

I

~
=== Patient Il|
0,15
0,10
0,05
0'00 T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle 7 Zyklus B Kontrolle 7 ZyklusC Kontrolle 7 ZyklusD Kontrolle7 ZyklusE Kontrolle 7 ZyklusF Kontrolle 7

Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post
A B C D E F




I1X. Anhang

99

0,45

0,40

0,35

0,30

I/l

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage
post B post C post D

Hamatokrit Dosisgruppe |1

lé

=== Patient V
=¢=Patient VI

=== Patient VII
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0,45
0,40
0,35

0,30

I/l

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

0,00

Hamatokrit Dosisgruppe |11

==fe==Patient VIII

=== Patient IX

== Patient X

=f==Patient Xl

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle

7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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6.2. Leukozyten
6.2.1.  Gesamtleukozyten
Gesamtleukozyten Dosisgruppe |
20,0
18,0 A
100 4 N \
14,0 / ~/ ‘/ \ /}
= .
S i P— —@—Patient |
— 10,0 A\ \.\.—/‘/R\ / =@ Patient ||
6,0 /
4,0
2,0
0,0 T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle ZyklusB Kontrolle ZyklusC Kontrolle ZyklusD Kontrolle ZyklusE Kontrolle ZyklusF  Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F
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1079/

Gesamtleukozyten Dosisgruppe Il

20,0

18,0

16,0

14,0
12,0

— N A

—=0==Patient V

Bl

10,0
8,0

== Patient VI

P -l

~ . o= Patient VII

6,0 N

4,0
2,0

0,0 T T T T

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C
7 Tage 7 Tage
post A post B

Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post C post D post E post F post G
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1079/

20,0
18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0

0,0

Gesamtleukozyten Dosisgruppe 111

=g Patient VIII

=== Patient IX

=g Patient IX

== Patient XI

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle

7 Tage
post A

7 Tage
post B

7 Tage
post C

7 Tage
post D

7 Tage
post E

7 Tage
post F

7 Tage
post G
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6.2.2.

Neutrophile Granulozyten

1079/1

18,0
16,0
14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0

0,0

Neutrophile Granulozyten Dosisgruppe |

A\
— S /N
/ N Y NS T

== Patient Il

. \-\ === Patient |l|
\-\/\/
o \#\/

"

Zyklus A Kontrolle 7 Zyklus B Kontrolle7 ZyklusC Kontrolle 7 ZyklusD Kontrolle7 ZyklusE Kontrolle7 ZyklusF Kontrolle 7

Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post
A B C D E F
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Neutrophile Granulozyten Dosisgruppe Il
18,0

16,0

14,0

12,0

==0==Patient V
10,0 AN /\ —o=—Patient VI

8,0 / \ /\ / A\ —o— Patient VII
6,0 (
4,0 ></ A =l g

2,0

1079/

0'0 T T T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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18,0
16,0
14,0
12,0

10,0

1079/

8,0
6,0
4,0
2,0

0,0

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C

Neutrophile Granulozyten Dosisgruppe 111

=g Patient VIII

=== Patient IX

VAN
/

\

== Patient IX

=f==Patient XI

A

7 Tage
post A

Kontrolle Zyklus D
7 Tage
post C

7 Tage
post B

Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post D post E post F post G
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6.3. Thrombozyten
Thrombozyten Dosisgruppe |
600
500 M
= 400
(@)
<
S / / \ \ ~ —o—Patient |
300 == Patient Il
=== Patient Il
200
100
O T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle 7 Zyklus B Kontrolle 7 Zyklus C Kontrolle 7 Zyklus D Kontrolle 7 Zyklus E  Kontrolle 7 Zyklus F  Kontrolle 7
Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post

A B C D E F
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Thrombozyten Dosisgruppe I

600,0

500,0

400,0 A A

== Patient VI
300,0
V4
==0==Patient VII
200,0 \/ N

100,0

—=0==Patient V

1079/1

0,0 T T T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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Thrombozyten Dosisgruppe 111
800,0
700,0
/\

0000 / \ e Patient VIl
§ >000 7 —a— Patient IX
S 4000 \ e Y: C : A~ \/A e Patient X

300,0 A \/&‘ = Patient XI

200,0 I‘A\WQ

100,0

0,0 : : : : : : : : : : : : .

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage
post G

7 Tage
post A

7 Tage
post B

7 Tage
post C

7 Tage
post D

7 Tage
post E

7 Tage
post F
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6.4. Kreatinin
Kreatinin Dosisgruppe |
200,0
180,0
160,0 /.,/.
1400 I/.\
Jy — == Patient |
= 120,0 ~5
g 100'0 == Patient Il
E V.\’\-\ - Patient IlI
80,0 |
60,0
40,0
20,0
0,0 T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle 7 Zyklus B Kontrolle 7 ZyklusC Kontrolle 7 ZyklusD Kontrolle 7 ZyklusE Kontrolle 7 ZyklusF Kontrolle 7
Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post
A B C D E F
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Kreatinin Dosisgruppe Il

180,0
160,0 ﬁ\\
>
120,0 .
< /v =g Patient V
= 1000 . -
g == Patient VI
3 80,0 .
=== Patient VII
60,0
40,0
20,0
0,0 T T T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G
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Kreatinin Dosisgruppe 111

300,0
250,0
= 200,0
o
£
3
150,0
100,0 — -
—
50,0
0’0 T T T T T T T T T T T T 1
Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G

== Patient VIII

=== Patient IX

=f==Patient IX

=f==Patient XI
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6.5.

Koérpergewicht

Kilogramm

7,0

6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0

0,0

Korpergewicht Dosisgruppe |

.\

== Patient |

== Patient I

I
:
i
T

] == Patient Il

Zyklus A Kontrolle 7 Zyklus B Kontrolle 7 ZyklusC Kontrolle 7 ZyklusD Kontrolle7 ZyklusE Kontrolle 7 ZyklusF Kontrolle 7

Tage post
A

Tage post Tage post Tage post Tage post Tage post
B C D E F
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3,0

Kilogramm

2,0

1,0

0,0

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle ZyklusE Kontrolle ZyklusF Kontrolle Zyklus G Kontrolle
7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F

Korpergewicht Dosisgruppe 11

== Patient V
=4=—Patient VI
=== Patient VII




I1X. Anhang 115
Korpergewicht Dosisgruppe 111
7,0
6,0
+ 4N_H__‘

>0 ii} & " . e — Patient VIII
e M " \ A iH == Patien
£ 40 YA‘ == Patient IX
<
> === Patient IX
2 30
Y == Patient XI

2,0

1,0

0,0 T T T T T T T T T T T T 1

Zyklus A Kontrolle Zyklus B Kontrolle Zyklus C Kontrolle Zyklus D Kontrolle Zyklus E Kontrolle Zyklus F Kontrolle Zyklus G Kontrolle

7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage 7 Tage
post A post B post C post D post E post F post G




X. Danksagung 116

X. DANKSAGUNG

Ich mochte mich ganz herzlich bei meinem Doktorvater Prof. Dr. Johannes
Hirschberger bedanken, dass ich dieses sehr interessante Dissertationsthema
betreuen dirfte. Er war wahrend der gesamten Zeit eine gute Unterstiitzung, sei es

bei wissenschaftlichen Fragen oder praktischen Angelegenheiten.

Ebenfalls mdéchte ich mich bei PD Dr. Lars Lindner fir seine Unterstiitzung
wahrend dieser Arbeit bedanken, sei es bei der Planung des individuellen
Patienten set ups oder Fragen jeglicher Art. Dr. Martin Hossann hat fir
Liposomen-Nachschub gesorgt und die HPLC-Auswertungen betreut, stand aber
auch immer mit Rat und Tat zuverlassig an meiner Seite und hat mich unterstutzt
und inspiriert. Dr. Michael Peller hat die Hyperthermiedaten ausgewertet, vielen
Dank dafiir. Bei der Firma Dr. Sennewald Medizintechnik GmbH und Gunter
Futschik bedanke ich mich fur die Bereitstellung des Hyperthermie-Geréts und fir

die technische Betreuung des Gerats.

Bei Anke Miller und Valerie Stoz bedanke ich mich fiir die vielen und langen
Narkosen. Dr. René Dorfelt danke ich besonders flr seine Unterstiitzung wéhrend

der Therapiesitzungen bei Fragen und Problemen jeglicher Art.

Dr. Katja Zimmermann gehort ein besonders groRer Dank fiur ihre Hilfe,

Engagement und Unterstlitzung wéhrend der gesamten Studienzeit.

Nina Kreutzmann und Stefanie Seiler haben die PET-MRT der Studienkatzen
betreut, vielen Dank dafiir. Bei Prof. Andrea Meyer-Lindenberg bedanke ich mich
flr die chirurgische Versorgung der Studienpatienten und bei Dr. Melanie Wergin

flr die anschlieRenden strahlentherapeutischen Behandlungen.

Ich mochte mich auch bei den praktischen Tierarzten fiir die Uberweisungen
bedanken und alle Katzenbesitzern die an der Studie teilgenommen haben fiir ihr

Engagement und Geduld.

Meine lieben Kollegen der Onkologie mochte ich ganz herzlich fir zwei
unvergessliche Jahren danken. Es war eine tolle Zeit mit euch! Shunya Ohmura

danke ich fir seine Hilfe wéahrend der ersten Zeit der Studie. Ein besonderer Dank



X. Danksagung 117

geht an Katrin Thomann fir ihre unermudliche Hilfe wahrend der Studie, sei es

bei Probenentnahmen oder Kontrolluntersuchungen zu jeder Zeit.

Meiner Familie danke ich fir die ferne Unterstitzung und dass ihr an mich
geglaubt habt. Es bedeutet mir sehr viel. Auflerdem mochte ich mich ganz
herzlich bei meinem Freund bedanken, ohne seine Hilfe und Unterstiitzung wére

dieser Arbeit nicht moglich gewesen.



