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I. Einleitung 1

|. EINLEITUNG

Tyrosinkinase-Inhibitoren gehéren zu einer in dermedizin noch relativ neuen
Wirkstoffklasse und sind zurzeit durch Masitinib ddvet® der Firma AB
Science), sowie Toceranib (Palladia® der Firma igdaiuf dem deutschen Markt
vertreten. Beide sind zur Behandlung caniner Méisineoren zugelassen. In den
Studien dieser Arbeit sollte eruiert werden, ob tadikationsspektrum dieser
targeted therapy erweitert werden kann. Zu diesem Zweck wurden &matmit
einem nicht-operablen Fibrosarkom und Hunde miteminepitheliotropen
Lymphom mit Toceranib, bzw. Masitinib behandelt.

Das feline Fibrosarkom ist ein haufiger kutaner Duntder sich vor allem durch
sein lokal hochgradig invasives Wachstum und digehRezidivrate auszeichnet.
Die ideale Therapie besteht zurzeit aus einer Koatlmn mehrerer Verfahren,
wobei die mdglichst vollstdndige chirurgische Eniteng immer noch die

wichtigste MalBnahme darstellt. Allerdings gibt eseink kurativen

Therapiemdoglichkeiten, wenn der Tumor bereits gje@isse Grofe erreicht hat
und eine chirurgische Exstirpation nicht mehr mélglst bzw. bereits Metastasen

in der Lunge vorliegen.

Das epitheliotrope T-Zell-Lymphom stellt eine ehs¢ltene Sonderform des
Lymphoms beim Hund dar und auch hier wurde nochneeirklich

zufriedenstellende Standardtherapie gefunden.
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[l. LITERATURUBERSICHT

1. Das feline Injektionsstellen-assoziierte Sarkom

1.1. Geschichte, Atiologie und Pathogenese

Das sogenannte injektions- beziehungsweise valkaseeziierte Sarkom (aus dem
Englischerfeline injection site sarcoma im Folgenden abgekirzt mit FISS) wurde
1991 erstmals beschrieben. Damals fiel den Autatgndass mit der Einflihrung
der verpflichtenden Tollwutimpfung 1987 die Inzidevon Impfreaktionen
deutlich anstieg. Der damals neu auf den Marktaygtie Tollwutimpfstoff wurde
nun vorwiegend subkutan appliziert, was vor denr 1887 noch keine gangige
Praxis darstellte. So fiel HENDRICK und DUNAGAN aufdass nach
Tollwutimpfungen nekrotisierende, granulomatdse riarditiden bei Katzen
auftraten (HENDRICK & DUNAGAN, 1991). Zuvor warersolche
Impfreaktionen in der Tiermedizin ausschlief3lichi béunden dokumentiert
worden (WILCOCK & YAGER, 1986). Da die Fibrosarkemun in grof3er Zahl
an typischen Impflokalisationen auftraten, lag derdacht nahe, es bestiinde ein
kausaler Zusammenhang zwischen der subkutanen k&gfiph der Vakzine,
granulomatésen Pannikulitiden und der Entstehung FISS (HENDRICK &
GOLDSCHMIDT, 1991). Zusatzlich wurde im gleichen iZ®um die neue
inaktivierte FeLV-Vakzine in den USA eingefuhrt. néi retrospektive Studie
zeigte, dass in der Zeit von Juli 1988 bis Juni4l88s Verhaltnis von impf-
assoziierten Sarkomen zu Sarkomen an anderen kakahen um das Achtfache
anstieg (DODDY et al., 1996).

Schon bei den ersten histologischen Untersuchurgdgem FISS fielen den
Pathologen Makrophagen auf, die graubraunes Matehagozytiert hatten
(HENDRICK & GOLDSCHMIDT, 1991). Ein Jahr spater wie diese Substanz
mit Hilfe von Elektronenmikroskopie als Aluminiurdentifiziert (HENDRICK et
al., 1992), ein Element, das héaufig als Adjuvansmpfstoffen verwendet wird.
Eine Untersuchung von 20 FISS mittels Rontgenspskapie bestatigte dieses
Ergebnis fast 10 Jahre spater. Dabei wurde in 5 atalysierten Sarkome
kristallines, aluminiumhaltiges Material in tumaosagiierten Makrophagen
gefunden (MADEWELL et al., 2001). Es wurde nun pbsett, dass gerade die
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Adjuvanzien eine entscheidende Rolle in der Pathegg der Impfreaktionen und
letztendlich der Neoplasien spielten. Dieser Zusanimang wurde in mehreren
Studien ebenfalls bestarkt (HENDRICK & GOLDSCHMIPT1991;
HENDRICK et al., 1992; KASS et al., 1993; HENDRIGK al., 1994b; MACY
& HENDRICK, 1996). Es wurde auch diskutiert, ole dinmunstimulation durch
die jeweiligen Impfantigene und nicht das Adjuvais auslésendes Agens der
Entzindung und schlieBBlich der Transformation fartigi (MACY &
HENDRICK, 1996). Bisher konnte jedoch noch nichtimgewiesen werden, ob
Aluminium tatsachlich das Triggerelement der Kangenese darstellt oder sich
lediglich im Bereich der Tumoren findet, weil esrdmach der Impfung
verblieben ist (HENDRICK et al., 1992; MACY & HENRCK, 1996; MACY,
1997; MADEWELL et al., 2001; MCENTEE & PAGE, 200Der urspringliche
Verdacht, dass die neue inaktivierte Tollwutvakzilaes auslésende Agens in der
Pathogenese darstellte, wurde wiederholt bestatitENDRICK &
GOLDSCHMIDT, 1991; HENDRICK et al., 1992; DUBIELZI@t al., 1993;
KASS et al.,, 1993). Allerdings erbrachten KASS uMdarbeiter 1993 den
Nachweis, dass auch der FeLV-Impfstoff zur Entstghuon Sarkomen fiihren
kann (KASS et al., 1993). Dartber hinaus wurdeinerespateren Studie erkannt,
dass an FISS erkrankte Katzen signifikant haufsgeakutan gegen FeLV geimpft
worden waren. Zudem wurden in dieser Analyse aurod kenpfreaktion und ein
daraus resultierender Tumor an einer Lokalisatioskuchentiert, an der
Impfungen gegen feline virale Rhinotracheitis, €alrus und Panleukopenie
(RCP) appliziert worden waren (HENDRICK et al., 4BY In den folgenden
Jahren wurde dieser Zusammenhang gleich von mehr&wtoren ebenfalls
vermutet (LESTER et al., 1996; BURTON & MASON, T9COYNE et al.,
1997). Zehn Jahre spater berichteten DE MAN und BUELLE von einem
bilateralen FISS bei einer Katze, deren RCP-Immeniag links thorakal und die
RCP-Boosterung an der rechten Thoraxwand appliziertlen war (DE MAN &
DUCATELLE, 2007). Somit ist ein kausaler Zusammaerthawischen jeder
felinen Vakzine und den FISS nicht von der Handvaeisen. Dabei scheinen die
Art des Impfstoffs sowie der Herstellungskonzerninke Rolle zu spielen
(HENDRICK et al., 1994b). 1999 wurden alle adjuvaaisgen Impfstoffe fur
Katzen von der Weltgesundheitsorganisation (WHG@) @dtentiell kanzerogen
eingestuft, da der Zusammenhang ihrer Administnatiod der Kanzerogenese

statistisch erwiesen war (MCNIEL, 2001). Dahingegeren adjuvansfreie
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Impfstoffe kaum Entziindungsreaktionen hervor (DAYale 2007).

Mittlerweile ist bekannt, dass nicht nur Vakzineondern auch andere Stoffe wie
langwirksame Injektionslésungen, beispielsweise idién und
Methylprednisolonacetat (GAGNON, 2000; KASS et &003), sowie nicht-
resorbierbares Nahtmaterial (BURACCO et al.,, 2002 eine chronische
Entzindungsreaktion provozieren, zur Entartung oesenchymalen Zellen
fuhren kdnnen. Des Weiteren gibt es Fallberichte Katzen, die nach subkutaner
Injektion des Langzeitantiparasitikums Lufenuromwmsonach Applikation lokaler
Ektoparasitika, sogenannter spot on-Praparate Eif8ickelten (ESPLIN et al.,
1999; DYER et al., 2007). In einem anderen Falldeueine Katze mit FISS nach
intraabdominaler Retention eines chirurgischen Schmwes vorgestellt
(HADDAD et al., 2010). Weitere Fallberichte wurdeon Katzen veréffentlicht,
die an Lokalisationen ein Fibrosarkom entwickeltam,denen ein Mikrochip zur
individuellen Identifikation implantiert worden waber Mikrochip grenzte direkt
an das Tumorgewebe an, eine entzindliche Reaktiomt& aber weder
makroskopisch noch mikroskopisch festgestellt werdbALY et al., 2008;
CARMINATO et al., 2011). 2006 war bereits von einelund berichtet worden,
der ein Fibrosarkom an seiner Mikrochip-Implantasistelle ausgebildet hatte.
Dieser Tumor prasentierte sich histologisch entdped den felinen Sarkomen
(VASCELLARI et al., 2006). Eine ungeimpfte Katzetwitkelte innerhalb von
Wochen nach der einmaligen Injektion von Meloxicam FISS (MUNDAY et
al., 2011). SRIVASTAV und Mitarbeiter konnten jetiomittlerweile bestatigen,
dass das Risiko fur FISS nach Impfungen signifik@itter liegt als nach anderen
Injektionen. Zusatzlich bewies die Arbeitsgruppassl wiederum adjuvante
inaktivierte Vakzinen signifikant haufiger mit FIS&soziiert sind als andere
Impfstoffe (SRIVASTAV et al., 2012).

Die durch die Agenzien hervorgerufene lokale Entiziing scheint eine zentrale
Rolle in der Kanzerogenese zu spielen, da sie @wnenische Entziindung und
Uberschie3ende Immunreaktion provoziert. Dies filamn zu unkontrollierter
Proliferation von Fibroblasten und Myofibroblasteays der, bei genetisch
pradisponierten Katzen, die neoplastische Transitom der Zellen resultieren
kann (HENDRICK, 1999; MCENTEE & PAGE, 2001; MCNIEL2001;

MORRISON & STARR, 2001). Das Vorliegen von Myofitllasten, die
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physiologischerweise in Granulationsgewebe auseéiftaerenin FISS hebt den
Zusammenhang zwischen Tumorentstehung und subkutdreumata weiter
hervor (GABBIANI et al., 1972; DUBIELZIG et al., 83; MADEWELL et al.,
2001; MARTANO et al., 2011). Diese Theorie wird Awurch histopathologisch
festgestellte Ubergangszonen von Entziindung zuoBaik Tumorexstirpaten
unterstitzt (HENDRICK et al., 1992). 2004 erkannt&©RENSEN und
Mitarbeiter, dass die Expression von Matrix-Metpiateinasen (MMP), im
Speziellen der MMP2 und der Membrantyp MMP16, is%Inegativ mit der
Gesamtluberlebenszeit korreliert. Diese Endopepidagerden von Fibroblasten
und Entzindungszellen wahrend des Wundheilungsgseze zur Verfiigung
gestellt. Sie werden mit aggressivem biologischeanh¥lten von Neoplasien in
Verbindung gebracht und sind mit hoher Invasivitéd Metastasierung assoziiert
(SORENSEN et al., 2004). Verschiedene Tiermodelb@nken ebenfalls die
Zusammenhange zwischen Irritation, Inflammation dnonorgenese beweisen
(DOLBERG et al., 1985; SCHUH et al., 1990; MARTINGREEN et al., 1994;
MACY & HENDRICK, 1996). Auch die Entwicklung intokuléarer Sarkome in
Folge okularer Traumata oder chronischer Uveitisirtén diese Hypothese
bestarken (DUBIELZIG, 1984; DUBIELZIG et al., 199EISS et al., 2003).

Die neoplastische Entartung der Fibroblasten undfMgoblasten wird durch
verschiedene Mechanismen, wie die Aktivierung vonkd&yenen und die
Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen induzidEN\DRICK & BROOKS,
1994). Mutationen des Tumorsuppressor-Gens p53espeine entscheidende
Rolle in der Kanzerogenese vieler Neoplasien ururefii zu aggressiverem
biologischem Verhalten (LEVINE, 1997; HANAHAN & WRBERG, 2000).
Einige Studien haben sich bereits mit der Untersnghvon FISS und deren
Expression des p53-Gens befasst (MAYR et al., 199BYR et al., 1998;
GOAD et al., 1999; MAYR et al., 2000; NAMBIAR et.aP000; NAMBIAR et
al., 2001; NIETO et al., 2003; HERSHEY et al., 20BANERJI & KANJILAL,
2006; BANERJI et al., 2007). Dabei wurden Punktriokten des Gens in FISS-
Zellen nachgewiesen, die in physiologischen Zeltmrselben Katzen nicht
vorhanden waren (MAYR et al., 2000; NAMBIAR et a2001). Der von p53
kodierte Transkriptionsfaktor reguliert die Indukti der Apoptose von Zellen,
deren DNA irreparabel geschadigt ist oder fuhrt emem Stillstand des

Zellzyklus in der G1-Phase, damit beschadigte DNAder Replikation repariert
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werden kann (VOGELSTEIN & KINZLER, 1992; HARRIS, 996;
PELLEGATA et al., 1996). Das Fehlen dieses Regutatnechanismus kann zur
malignen Transformation der Zellen fihren (LEVINEat, 1991). Mittlerweile
wird postuliert, dass es fir die Rezidivierung atiem entscheidend ist, ob p53
vom Zytoplasma oder vom Zellkern exprimiert wircdy @umoren mit nuklearer
Expression wesentlich spéater rezidivieren, als hs&glcbei denen p53 im
Zytoplasma nachgewiesen wird (HERSHEY et al., 208&jch das Fehlen der
Heterozygotie irsingle nucelotide polymor phisms (SNPs) des p53 in somatischen
Zellen hat sowohl auf die rezidivfreie Zeit als huwwuf die Gesamtiberlebenszeit
einen negativen Einfluss (BANERJI & KANJILAL, 20D6BANERJI und
Mitarbeiter fanden ein Jahr spater auch Hinweisd aine genetische
Pradisposition fur FISS, da sie in Keimbahnen vatzg€n SNPs fanden, die mit
dem Auftreten der Neoplasien signifikant korreker{BANERJI et al., 2007). Ob
jedoch tatsachlich eine Korrelation zwischen SNRd dem Auftreten vorliegt,
stellt eine spatere Studie wieder in Frage. Hierden die Polymorphismen
sowohl bei Katzen mit FISS als auch in der Kongmalppe in gleicher Haufigkeit
nachgewiesen (MUCHA et al., 2014).

Chromosomale Veranderungen wie Hyperploidien, Dmien und Insertionen in
FISS wurden bereits von mehreren Autoren beschri¢KALAT et al., 1991;
MAYR et al., 1991; MAYR et al., 1994; MAYR et all996; THOMAS et al.,
2009). Der Verdacht, es kénnte auch ein viralerfl&ss auf die Pathogenese
durch Erreger wie das FelV, das feline Immundefizigrus (FIV), das feline
Foamyvirus, das feline Polyomavirus, das felineilRapavirus oder das feline
Oncornavirus vorliegen, wurden widerlegt (ELLISatt 1996; KIDNEY et al.,
2000, 2001a; KIDNEY et al.,, 2001b; KIDNEY et alQ®@.c; KIDNEY et al.,
2002).

Die Wundheilung und die Bildung von Granulationsgee werden entscheidend
von Wachstumsfaktoren beeinflusst. Doch es wurdeh anachgewiesen, dass
Wachstumsfaktoren Uber diese Stimulation der Rma@ifon hinaus auch zur
malignen Entartung fuhren koénnen wund die Angiogeneessgulieren
(ROSENTHAL et al., 1986; PEROSIO & BROOKS, 1989AMDEL et al.,
1991; GALY et al., 1999). In der Humanmedizin sbeteits zahlreiche Tumoren
bekannt, die Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren asémeHENDRICK, 1999).
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Die Expression bestimmter Faktoren kann sogar vogrmstischem Wert sein
(DAVE et al., 2011). Mitte der neunziger Jahre g@esgangenen Jahrhunderts
zeigten DAMBACH und Mitarbeiter, dass FISS depmdermal growth factor
(EGF), denfibroblast growth factor (FGF), denplatelet-derived growth factor
(PDGF) und dertransforming growth factor-g (TNF-), sowie ihre jeweiligen
Rezeptoren (EGFR, FGFR, PDGFR, TRIR} wesentlich starker exprimieren als
Sarkome, die nicht mit Injektionen assoziiert singdusatzlich wiesen die
Lymphozyten in Impfreaktionen (Entzindungen, abachaNeoplasien) eine
starke Expression des PDGF auf, wohingegen nicpf-assoziierte
Entzindungen und Lymphozyten eines physiologisdhgnphknotens im Test
negativ reagierten (DAMBACH et al., 1996). In dégighen Studie erkannten die
Autoren auch eine Uberexpression des Protoonkogfns das zusammen nt
fos den Transkritionsfaktor AP-1 kodiert. Bei einemtatischen Stimulus auf
ruhende Fibroblasten in vitro wird dieses Protdsastes exprimiert und fuhrt
zur Zellproliferation (DAMBACH et al., 1996). Sowbmm vitro als auch in vivo
konnte bereits ein Zusammenhang zwischen der Upe¥ssion vorc-jun und
der Onkogenese nachgewiesen werden (SZABO et36)1In einer weiteren
Untersuchung konnten KATAYAMA und Mitarbeiter fetwtien, dass PDGFR-
das Zellwachstum in FISS fordert und die TumorreN®r Apoptose schuitzt
(KATAYAMA et al.,, 2004). NIETO und Mitarbeiter erbchten 2003 den
Nachweis, dass Fibrosarkome auch den FGF-b sowidrdesforming growth
factor-a (TGF-0) exprimieren. Wobei ersterer in der Immunhistocteenm
Zytoplasma der Tumorzellen, doch auch in multinakde Riesenzellen eine stark
positive Reaktion zeigte (NIETO et al., 2003), wde Malignitat dieser
Zellpopulation in FISS hervorhebt (COUTO et al., 02D FGF-b wird durch
Stimulation proinflammatorischer Zytokine vermeawisgeschittet und ist sowohl
in die Angiogenese als auch in Entzindungsprozésselviert, er ist des
Weiteren an der Kanzerogenese beteiligt (GOSPODARIANL987; SCHUH et
al., 1990; KANDEL et al.,, 1991; LOGAN et al., 199BASILICO &
MOSCATELLI, 1992; BIKFALVI et al., 1997; ORTEGA efal.,, 1998;
SAMANIEGO et al., 1998; GALY et al., 1999). Der zbdamilie desepidermal
growth factor (EGF) gehérende Wachstumsfaktor ThMrkt in Sarkomen stark
mitogen (GERHARZ et al., 2000; NORMANNO et al., 200NIETO et al.,
2003).
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Mutationen des Protoonkogens c-Kit wurden bereitsiehreren humanen sowie
caninen Neoplasien wie der systemischen Mastozy{G€eTLIB, 2006), der
akuten myeloischen Leukdmie (ADVANI, 2009gstrointestinal stromal tumors
(GIST) (LASOTA & MIETTINEN, 2006; SIDDIQUI & SCOT, 2007) und
caninen Mastzelltumoren (LONDON et al., 1999; ZEMK& al.,, 2001;
DOWNING et al.,, 2002) nachgewiesen. Auch das felfakomvirus (FeSV)
exprimiert das virale Onkogen v-Kit, das zur nesptehen Transformation von
Fibroblasten infizierter Katzen fuhrt (BESMER et, d1986; MAJUMDER et al.,
1990; HERBST et al., 1995). Daher stellten SMITHI UMitarbeiter 2009 die
Hypothese auf, dass c-Kit Einfluss auf die Entstghaller felinen Fibrosarkome
hat, unabhangig welcher Genese. Zwar konnte in @e&¥ 46 untersuchten
histologischen Proben eine starke und in 17 % samvache Immunreaktivitat
fur c-Kit nachgewiesen werden, doch es konnte keisammenhang zwischen
der Expression des Protoonkogens, dem histologiscBrad und der
Uberlebenszeit dargestellt werden (SMITH et alQ90

Der Transkriptionsfaktorsignal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) wurde ebenfalls in einer Mehrzahl von FIS&chgewiesen
(PETTERINO et al., 2006). Verschiedene Zytokineg witerleukine, EGF, der
PDGF, das Wachstumshormogrdwth hormone-GH), dergranulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) und decolony-stimulating factor-1 (CSF-1) kénnen
zur Aktivierung des STATS3 fuhren (PETTERINO et @006). Es wird vermutet,
dass seine Aktivierung haufig im Laufe der Onkogenstattfindet (GARCIA et
al., 1997). In einer Vielzahl primarer Tumoren sewieoplastischer Zelllinien
wird durch die Expression von STAT3 eine Apoptosistenz induziert
(RAHAMAN et al., 2002; REAL et al., 2002; ZAMO et.a2002). Aul3erdem
besteht ein Zusammenhang zwischen seiner Aktivierund der Invasivitat, der
Metastasierung, aber auch der durch verschiedes®dnkogene und Proteine
mediierten Zelltransformation (BOWMAN et al., 200€QSHIDA et al., 2002;
NORONHA et al., 2003; JOO et al., 2004; XIE et ano4). PETTERINO und
Mitarbeiter zeigten, dass die STAT3-Expression it8F sowohl mit dem
histologischen Grad als auch mit der Malignitat, 8peziellen der Mitoserate
korreliert ist (PETTERINO et al., 2006).
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1.2. Inzidenz

Angaben zur Inzidenz der FISS variieren, doch memi Punkt sind sich alle
Autoren einig, namlich, dass das Verhaltnis von SI81 Sarkomen anderer
Atiologie ab 1987 nahezu schlagartig anstieg. Wdhr&989 noch 61,9 % aller
felinen Fibrosarkome nicht mit Impfungen assoziedrden konnten und nur
33,3 % als impf-assoziiert angesehen wurden, sadewurl994 78,8 % aller
Fibrosarkome als FISS diagnostiziert und lediglidh2 % traten an anderen,
nicht impf-assoziierten Lokalisationen auf (DODDY a&., 1996). Im gleichen
Zeitraum stieg die Gesamtzahl der imdiana Animal Disease Diagnostic
Laboratory diagnostizierten Fibrosarkome von 0,54 auf 4,3BeFgro Jahr an
(DODDY et al, 1996). Die Gesamtinzidenz belief hsicin einer
epidemiologischen Studie von 1993 auf 2 FISS pr®Q® Katzen im Jahr 1991.
AulRerdem stellte sich eine Inzidenz von etwa eifr¢85 pro 10 000 FelLV- oder
Tollwutimfungen heraus (KASS et al., 1993). Mit fdilvon Fragebégen, die an
die Mitglieder derAmerican Association of Feline Practitioners versandt wurden,
ergab sich, ungeachtet einiger Limitationen bei $teidiendurchfihrung, fir das
Jahr 1992 eine Pravalenz von 3,6 FISS pro 10 0@2ekg COYNE et al., 1997).
GOBAR und KASS hingegen kamen in ihrer internetd@sn Inzidenzstudie auf
lediglich 0,63 FISS pro 10 000 geimpfter Katzen paiovon 35 diagnostizierten
Sarkomen, nur 2 alle Einschlusskriterien erfullter somit 33 Tumoren nicht in
der Berechnung bertcksichtigt wurden, was die Agelsaft dieser Zahl begrenzt
(GOBAR & KASS, 2002). All diese Zahlen gelten ahdgelRlich fur den
nordamerikanischen Raum. MARTANO et al. vermutelerdings, dass die
Inzidenz in einigen europaischen Landern hoher kémte (MARTANO et al.,
2011). Wobei diese These fiur das Vereinigte Komgrewiderlegt werden
konnte. Die Auswertung von DEAN et al. zeigte eimedenz von FISS bei einer
von 10 000 Katzen, die in britischen Tierarztpraxater —kliniken vorgestellt
wurden (DEAN et al., 2013). Eine aktuelle Studies aBolen beweist die
Unterschiede zwischen auf Onkologie spezialisieReaxen, wo die Inzidenz mit
85 FISS pro 10 000 Katzen lag und anderen tieréneth Einrichtungen, in denen
lediglich 0,16 % betroffen waren (KLICZKOWSKA et a2015).

Das Risiko der Tumorentstehung steigt mit der Ahgah Injektionen, die an der
gleichen Stelle appliziert werden. Katzen, die eaiezige Impfung erhalten,

haben ein 0,5 mal grél3eres Tumorrisiko als Tiele gdr nicht geimpft werden,
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bei 2 Injektionen steigt dieses Risiko um das Beié und bei 3 oder mehr
Impfungen liegt es bei 1,75 mal so hoch (KASS gt1£193).

1.3. Kilinisches Bild

Im Vergleich zu Sarkomen an Lokalisationen, an deéwn Zusammenhang mit
Injektionen oder anderen Irritationen gestellt veerkann, verhalten sich FISS
aggressiver. Sie neigen starker zur Nekrose undrhaime hohere Rezidivrate.
AulRerdem sind betroffene Katzen zum Zeitpunkt dewrdbkung mit median 8
Jahren junger als solche mit idiopathischen Sarkordesatzlich sind sie zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung groRer als Injeldstallen-assoziierte Sarkome,
(HENDRICK et al., 1994b; DODDY et al., 1996). Des=lf¢ren neigen sie eher
zur Metastasierung (CRONIN et al., 1998; HERSHEMlet2000) und kommen
im Gegensatz zu nicht-Injektionsstellen-assozirer&arkomen haufiger in der
Subkutis als in der Dermis vor (DODDY et al., 199@&ine Rasse- oder
Geschlechtspradisposition  konnte  bisher nicht newfgsen werden
(HENDRICK et al., 1994b; DODDY et al., 1996). Dieatenzzeit zwischen
Injektion und Tumorgenese ist individuell unterschich und kann sich zwischen
4 Wochen und 10 Jahren bewegen (HENDRICK et al921BURTON &
MASON, 1997; SEGUIN, 2002).

Entsprechend ihrer Pathogenese treten FISS an ikattahen auf, an denen
haufig Medikamente subkutan oder auch intramuskw@gpliziert werden.
Allerdings wurden in einer neueren Studie gewisserawderungen der
Pradilektionsstellen deutlich. Nach wie vor ist dieterskapularregion die
haufigste Lokalisation von FISS. Doch wahrend s 1996 auch oft an der
lateralen bis dorsolateralen Thoraxwand, der Lurelggdn sowie den Musculi
semitendinosi und semimembranosi diagnostiziertdemr(HENDRICK et al.,
1994b; DODDY et al.,, 1996), treten sie nun gehaufth an den distalen
Gliedmalfien auf. Auch der Anteil der Sarkome anlateralen Abdomenwand ist
in den vergangenen Jahren gestiegen (SHAW et(19)2Dies ist zum einen auf
die Anderungen der Zulassungen der Impfstoffe Amifiihren, aber zum
anderen auch auf die Empfehlungen der 1996 gegtémdéaccine-Associated
Feline Sarcoma Task Force, die rat, Injektionen mdglichst weit distal an den
GliedmalRen zu applizieren und Impfungen an dafilgealein festgelegten
Lokalisationen zu verabreichen (MORRISON & STARK)01). Allerdings
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wurde diese Studie in den USA durchgeflihrt, bishenden keine vergleichbaren
Untersuchungen im europaischen Raum durchgefuhrt.

Makroskopisch prasentieren sich FISS als grauweiB#, sehr derbe

Umfangsvermehrungen in der Unterhaut oder MuskulatBie scheinen
palpatorisch gut abgegrenzt, fast wie abgekapsklth histologisch ist zu
erkennen, dass sie strangartig entlang der Fashiehten des Rumpfes
infiltrieren. Im Laufe der Tumorprogression konnaach knécherne Strukturen
involviert werden (HENDRICK & BROOKS, 1994; DODDt al., 1996;

HENDRICK, 1999; HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001). @Gée grol3ere
Tumoren weisen oft zentrale Nekrosen auf, wodureheber zystisch anmuten.
Ihre Kavernen sind dann in der Regel mit viskoser vieassriger, braunlicher
Flissigkeit gefillt (GIUDICE et al., 2010).

1.4. Histologisches Bild

In den meisten Fallen handelt es sich bei FISS iomosarkome (HENDRICK &
GOLDSCHMIDT, 1991; ESPLIN et al., 1993; KASS et, 4993; HENDRICK et
al., 1994a), aber auch maligne fibrose Histiozytofsteosarkome (ESPLIN et
al.,, 1993; HENDRICK & BROOKS, 1994), myofibroblesthe Sarkome
(DUBIELZIG et al., 1993), Chondrosarkome (HENDRIGK BROOKS, 1994)
sowie Rhabdomyosarkome (HENDRICK & BROOKS, 1994)urden
beschrieben. Sie weisen histologisch charakteststidMerkmale auf, die sie auch
von idiopathischen Sarkomen unterscheiden (MADEWEtL al., 2001). Es
finden sich vorwiegend Spindelzellen, multinukle®msenzellen sowie einige
wenige bis zahlreiche histiozytenahnliche ZellenuchA Anisozytose und
Anisokaryose pragen haufig das histologische Bilte® FISS (HENDRICK &
BROOKS, 1994; MADEWELL et al., 2001). Nahezu allenvHENDRICK und
BROOKS untersuchten FISS zeigten, wie es fur mésganale Zellen typisch ist,
eine positive Reaktion auf den immunhistochemischdarker Vimentin.
Zusatzlich reagierten einige der Formalin-fixierferoben positiv auf einen oder
mehrere Muskelmarker, wie Desmimuscle-specific actin oder smooth muscle
actin, was fur das Vorliegen von Myofibroblasten in @esTumoren spricht
(HENDRICK & BROOKS, 1994). COUTO und Mitarbeitetkannten 2002, dass
Myofibroblasten eine Pseudokapsel bilden konnenYTO et al., 2002). In der
Peripherie der Tumoren findet sich meist eine Bmdzingszone, die vorwiegend
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aus Lymphozyten, aber auch Makrophagen bestehtseDimakrophagen
beinhalten oft Aluminiumpartikel, doch in Einzelg&it werden auch spindelige
Tumorzellen darin gefunden (DODDY et al., 1996; MAWELL et al., 2001).
AulRerdem werden FISS oft von Neutrophilen, Plastiteazeund Mastzellen
infiltriert (MADEWELL et al., 2001). Weitere Chartdristika sind das
Granulationsgewebe in der Tumorperipherie, lokaidiltdation, vaskulare
Invasion, eine hohe Mitoserate, sowie eine unreg@Blge Organisationsstruktur
der Spindelzellen und der extrazellularen MatrbO@DY et al., 1996). Auch
perivaskulare Lymphozyten- und Makrophagenaggregiattin FISS vorhanden
(HENDRICK, 1999), wobei erstere vorwiegend aus Trphozyten bestehen. Es
wird vermutet, dass die myofibroblastische Pseugdséh die Infiltration des
Tumorgewebes verhindert. Bis zu diesem Zeitpunktr weine solche
Formationsbildung lediglich von B-Lymphozyten bekb(COUTO et al., 2002).

1.5. Metastasierungsverhalten

Die Metastasierungsrate der FISS wird mit null 285% angegeben (HERSHEY
et al., 2000; BREGAZZI et al., 2001). Aufgrund isrgenerell aggressiveren
biologischen Verhaltens neigen sie jedoch eherMatastasierung als andere
Weichteilsarkome (LADLOW, 2013). Da es vor allent hdmatogenen Streuung
der Tumorzellen kommt, ist die Lunge die primareadiektionsstelle der
Metastasierung, doch auch regiondre LymphknotenBKQASHI et al., 2002;
ROMANELLI et al., 2008), der Epiduralraum (CHANG &., 2006), Knochen
(HAHN et al., 2007), Nieren, Milz, Darm sowie H{®IOBAYASHI et al., 2002)
konnen betroffen sein. Dartber hinaus kdnnen awedtet, Pankreas, Omentum
majus, Mediastinum, Perikard und Auge befallen war@FULTON et al., 1991,
ESPLIN & CAMPBELL, 1995; ESPLIN et al., 1996; RUDMIN et al., 1996;
SANDLER et al., 1997). Mit der Anzahl der Rezidiwed der Operationen steigt
auch die Metastasierungsrate des Tumors (HERSHEY, &2000).

1.6. Diagnostisches Vorgehen

Haufig liegt der Verdacht auf ein FISS schon aufgraler Anamnese und der
klinischen Prasentation nahe. Daher sollte im Viaché auch besondere
Aufmerksamkeit auf bisherige Impfungen oder Injekén und den Verlauf der
Krankheit gerichtet werden. Die 1996 gegrind¥eecine-Associated Feline

Sarcoma Task Force empfiehlt Umfangsvermehrungen, die entweder 3 Nona
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nach der letzten Injektionen immer noch bestehear, gi6Rer sind als 2
Zentimeter oder einen Monat nach Injektion immecwachsen, auf jeden Fall
zu untersuchen (FORCE, 1999). Eine zytologischetetdnchung von
Feinnadelaspiraten ist in nur circa 50 % der Fdidgnostisch (FORCE, 1999),
sollte jedoch immer als erstes durchgefuhrt werdbn,sie Hinweise auf die
Histogenese geben kann und den Ausschluss versoeie®ifferentialdiagnosen
ermoglicht (HIRSCHBERGER & KESSLER, 2001; HIRSCHBGER &
HUTTINGER, 2010). Oft kann zytologisch die Diagncsees mesenchymalen
Tumors gestellt werden, doch in vielen anderen eRallwerden einzig
Entzindungszellen in den Aspiraten gefunden, was Warliegen eines
Fibrosarkoms allerdings keinesfalls ausschlielt RGCHBERGER &
KESSLER, 2001). Zur Bestatigung des klinischen agblogischen Verdachts
sollten daher Biopsieproben zur histopathologiscbietersuchung entnommen
werden. Wie bereits vorher erwdhnt sind die Tuma#rzentral nekrotisch und
mit viskoser Flussigkeit gefillt. Bei der Probemaitme sollte daher darauf
geachtet werden, dass maoglichst vitales Tumorgeweb®nnen wird. Aul3erdem
sollte die Lokalisation so gewahlt werden, dass Hiepsienarbe bei einer
spateren Operation problemlos mit entfernt werdannk(MARTANO et al.,
2011). Da die erste chirurgische Exstirpation eiR€SS entscheidend fir die
Prognose ist, sollte die inzisionale Biopsie imrder exzisionalen vorgezogen
werden (FORCE, 1999, 2005).

Neben einer ausfuhrlichen klinischen Untersuchualitesin jedem Fall ein
Blutbild mit Differentialblutbild, ein Serumprofilund eine Urinanalyse
durchgefuhrt werden, um den allgemeinen Gesundiusitsnd des Patienten zu
evaluieren. Zusatzlich sollte die Katze auf FeL¥wr FIV getestet werden
(MARTANO et al., 2011), da eine Infektion mit eineser beiden Erreger auch
Einfluss auf den klinischen Verlauf der Erkrankuraben kénnte (MCENTEE &
PAGE, 2001). Eine spezielle Untersuchung des Tumois eingehender
Palpation und genauer Bestimmung seiner Lokalisatibebenfalls unabdingbar.
Mithilfe von Rontgenaufnahmen des Thorax in mindest3 Ebenen sowie einer
ultrasonographischen Untersuchung des Abdomenste saine mogliche
Metastasierung des Tumors abgeklart werden. ZuenieEweck sollten auch
regionale Lymphknoten sorgféltig palpiert und gesgednfalls punktiert und
zytologisch untersucht werden. Es empfiehlt siclthadie Ausdehnung der
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Umfangsvermehrung mithilfe einer Computertomograpl{CT) genauer zu
untersuchen, da sich heraus gestellt hat, dass remnalie mit diesem
bildgebenden Verfahren vermessen wurden, doppelgreB waren als in der
vorangegangenen klinischen Untersuchung dokumeéentMCENTEE, 2000).
Auch eine Magnetresonanztomographie (MRT) kann dexi Planung einer
Operation helfen, um die Ausdehnung der infiltratiwachsenden
Umfangsvermehrung besser einschatzen zu kénnen TMAR et al., 2011). Es
muss allerdings beachtet werden, dass das Tumoneolu in diesen
Schnittbildverfahren durch die entzindlichen Veegmdgen lberbewertet
werden kann (LADLOW, 2013).

1.7. Therapie

Eine wirklich kurative Therapie fur FISS gibt esloer noch nicht. Die wichtigste
MalRinahme bleibt nach wie vor die weitraumige clgisoche Exzision der
Umfangsvermehrungen. Doch mittlerweile ist bekanmiass sich eine
multimodale Therapie positiv auf den Krankheitsaeflauswirkt. Im Folgenden
sollen Therapieformen, die bereits auf ihren Ertoégm FISS untersucht wurden,

genauer ausgefuhrt werden.

1.7.1. Chirurgie

Die chirurgische Entfernung des FISS ist die amfigéien durchgefihrte
Therapieform und auch die mit den besten Erfolgscba (MCENTEE &
PAGE, 2001). Dabei wird empfohlen den Tumor lat&abis 5 Zentimeter im
makroskopisch gesunden Gewebe zu umschneiden undlem Tiefe 2
Muskelschichten oder Knochen zu entfernen (LADLQE13). Aul3erdem sollte
bei Bedarf auch eine partielle Skapulektomie, gegebfalls auch eine
Amputation mit Skapulektomie oder wenn notig auchnttpelvektomie sowie
eine Osteotomie der Processi spinosi durchgefulerden (HERSHEY et al.,
2000; COHEN et al., 2001; KOBAYASHI et al., 200EGUIN, 2002; DAVIS et
al., 2007; ROMANELLI et al., 2008; LADLOW, 2013).i® Erfolgsraten dieser
Studien sind teilweise ernichternd und Angaben Rezidivrate variieren
zwischen 14 % und 89 % (MARTANO et al., 2005; BANER. KANJILAL,
2006; GIUDICE et al., 2010; PHELPS et al., 201f)dér Studie von HERSHEY
et al. entwickelten fast 90 % der Tiere einen emreurumor innerhalb eines
Jahrespost operationem (HERSHEY et al., 2000). Dabei ist die vollstandige
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Resektion des Sarkoms entscheidend, wie eine StudieKrankheitsverlauf von
Katzen nach alleiniger Operation herausfand. Hagr die mediane rezidivfreie
Zeit der Gesamtpopulation bei 10 Monaten, wobéh siese Zeitspanne mit der
Anzahl der vorangegangen Operationen verklrzteblisben Katzen, die bisher
nur einer chirurgischen Tumorentfernung unterzogenden waren, median 16
Monate rezidivfrei, wohingegen sich diese Zeit Digiren, die bereits mindestens
zweimal operiert worden waren, auf nur median 5 &ten verkirzte
(DAVIDSON et al., 1997). Noch enttauschender simel von HERSHEY und
Mitarbeitern vertffentlichten Zahlen. In ihrer $pektiven Untersuchung von 61
Katzen, deren FISS ausschliel3lich operativ verssogtien war, blieben die Tiere
lediglich median 94 Tage rezidivfrei. Wobei sicheriein signifikanter
Unterschied in Bezug auf den Operateur zeigte, adeirmedian 66 Tagen war
die Remissionszeit von Katzen, die von einem psak&n Tierarzt operiert
worden waren, wesentlich kiirzer als bei TierenenétlSS von einem erfahrenen
Chirurgen in einer Uberweisungsklinik exstirpiertorlen war. Letztere
entwickelten erst nach median 274 Tagen ein Rezflieh ob der Tumor in der
ersten Operation nur marginal (unter 3 Zentimetém Gesunden) oder
weitrdumig (in dieser Studie definiert als Tumodé@n groler/gleich 3
Zentimetern im Gesunden) entfernt wurde, machte G6itTagen versus 419
Tagen einen signifikanten Unterschied in der refidien Zeit aus. AulRerdem
verkirzte sich diese Zeit bis zur erneuten Tumatehting mit jedem Rezidiv
und jeder weiteren Operation (HERSHEY et al., 200DAVIDSON und
Kollegen konnten den groBen Unterschied zwischenmpketter und
unvollstandiger Exzision aufzeigen. Katzen, deremmren histologisch im
Gesunden entfernt worden waren, blieben median aishk6 Monate rezidivfrei,
wohin gegen die Katzen mit inkompletter ResektimnMedianen bereits nach 4
Monaten wieder FISS entwickelten (DAVIDSON et d997). PHELPS at al.
evaluierten 2011 Therapieerfolg und Komplikatiosiken der radikalen
Operationen. Jegliche anatomische Struktur, wierdhooder Abdomenwand,
Processus spinosi dorsales, Ala ossis ilii odempGlka die in diese festgelegten
Abstande fiel, wurde ebenfalls entfernt. Mit eifgzidivrate von 14 % erzielte
diese Operationsmethode wesentlich bessere Ergebriiei 11 % der Katzen
kam es zu schwerwiegenden Komplikationen, die jedalle nicht todlich
verliefen. Auch dies, so die Autoren, sei in Anbeht des wirklich
schwerwiegenden Eingriffs vertretbar (PHELPS et 2011). Ahnlich radikale
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Operationsmethoden filhren zu vergleichbaren Enfol@o entfernten KUNTZ
und POWERS 19 Katzen ihr FISS mit einem Abstand SoAentimetern im
Gesunden und resezierten zusatzlich mindestens Rintda liegende
Muskelschichten. Keine der Katzen entwickelte hisnzAbschluss der Studie,
einem Zeitraum von 433 Tagen, ein Rezidiv (KUNTZRBOWERS, 2000). Keine
der 6 Katzen, die LIDBETTER und Mitarbeiter in ihrStudie einer lateralen
Kdrperwandresektion unterzogen, zeigte innerhale Beobachtungszeitraums
von durchschnittlich 17 Monaten ein Rezidiv. Edltegledoch beachtet werden,
dass 3 der 6 Katzen praoperativ bestrahlt wurdas,auch einen Einfluss auf die
Ergebnisse gehabt haben kdonnte (LIDBETTER et @022 Die Autoren planten
den umfangreichen Eingriff anhand von CT-Bildern durhielten einen
Sicherheitsabstand von mindestens 3 Zentimeternagidurch sie alle Tumoren
auch mikroskopisch komplett im Gesunden exstirprerDie Halfte der Katzen
entwickelte hierbei Komplikationen, bei 2 wird vorgeringgradigen
Nahtdehiszenzen berichtet, ein Tier mugsist operationem reanimiert werden
(LIDBETTER et al., 2002).

Die komplette chirurgische Entfernung der FISS miumorzell-freien
Operationsrandern ist von pradiktivem Wert. GUIDICENd Mitarbeiter
untersuchten 2010 48 Falle und fanden heraus, Bassren mit infiltrierten
Réandern zehnmal haufiger wiederkehren als Exsérpait sauberen Réandern,
wobei es auch bei letztgenannten in 19 % der Féihe Rezidiv kam (GIUDICE
et al., 2010). AuRerdem hat auch die GroRR3e des Tumam Zeitpunkt seiner
Entfernung einen Einfluss auf die Prognose. KatngnTumoren, die kleiner als
2 Zentimeter im Durchmesser sind, haben eine skgmit |Angere mediane
Uberlebenszeit als Katzen, deren Tumoren dieseeGsohon Uberschritten haben
(DILLON et al., 2005).

1.7.2. Radiotherapie

Es wurden bereits mehrere Studien verdffentliahtdenen die Kombination aus
weitrdumiger chirurgischer Exzision und vorherigedder anschliel3ender
Radiotherapie evaluiert wurden. Die Autoren kanketmtendlich alle zu den

gleichen Ergebnissen. Die Rezidivraten lagen zweiscdl und 45 %, die
Metastasierungsraten bei 12 bis 21 % (CRONIN ¢.8P8; COHEN et al., 2001;
KOBAYASHI et al., 2002; ECKSTEIN et al., 2009; MAYEet al., 2009). Die
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Meinungen dazu, wann die Radiotherapie durchgefiserden soll, variieren,
denn sowohl neoadjuvante als auch adjuvante Béstigahhaben Vor- und
Nachteile.

Die praoperative Radiotherapie hat zum einen déReagen Antitumor-Effekt, da
die Mehrzahl der Zellen durch die noch unbeeintigtd Blutversorgung nicht
hypoxisch und somit noch nicht resistent gegen G&auerstoffradikale-
produzierende Therapie sind. Zum anderen kann ci8&hreduktion des Tumors
eine chirurgische Exzision erleichtern und das Keisider Dissemination
neoplastischer Zellen wahrend der Operation minmemieEin erhéhtes Risiko fur
postoperative Komplikationen, vor allem in Form viNahtdehiszenzen ist ein
Nachteil der neoadjuvanten Radiotherapie (MCLEODT&RALL, 1989). In 2
Studien, in denen die préoperative Bestrahlung Kobalt® untersucht wurde,
berichten die Autoren von Lokalrezidiven bei 40 4% der Katzen median 398
bis 584 Tage nach chirurgischer Entfernung. In érei®tudien verlangerte eine
komplette Resektion die mediane krankheitsfreie Zignifikant. Mit 700 bis 986
Tagen war dieses Intervall bei komplett entferntemnoren deutlich langer als
mit 112 bis 292 Tagen bei unvollstéandig resezieffamoren (CRONIN et al.,
1998; KOBAYASHI et al., 2002).

Die adjuvante Radiotherapie bietet den Vorteil,sddie operative Entfernung des
Sarkoms nicht langer hinausgezogert wird und, daés Bestrahlung
mikroskopischer Tumorreste effektiver ist als eiSé¢rahlentherapie grof3er
Umfangsvermehrungen (MCLEOD & THRALL, 1989). Altengs muss bei
dieser Vorgehensweise das Bestrahlungsfeld wesemngliéRer geplant werden
und durch die verminderte Durchblutung steigt diez@hl der hypoxischen und
somit strahlenresistenten Zellen. Aul3erdem gib&Zeie der Wundheilung, fir die
in der Regel eine Pause zwischen beiden Behandiuegweplant wird, den
Tumorzellen die Mdéglichkeit sich wieder zu vermeh(®ICLEOD & THRALL,
1989; COHEN et al., 2001). Je friher die adjuvaRtiotherapie nach der
Operation aufgenommen wird, desto langer ist sowl@krankheitsfreie Zeit als
auch die Gesamtuberlebenszeit (COHEN et al., 2001{>egensatz dazu fanden
DEMETRIOU et al. heraus, dass eine VerzégerundgBeesnns der Radiotherapie
nach marginaler Exzision von WeichteilsarkomenHbenden zu einer Reduktion
der Rezidivrate fuhrt (DEMETRIOU et al., 2012). D&nerapieerfolg, der mit
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postoperativer Bestrahlung erreicht wird, entsgriclem der praoperativen
Radiotherapie. In einer Studie, in der 78 Falleosgiektiv untersucht wurden,
entwickelten 41 % der Tiere, die adjuvant bestraldtden waren nach median
405 Tagen ein Rezidiv. Dabei war das Vorliegen ifFimartumors von
gunstigem prognostischem Wert. Wohingegen die Tgnd@e zum Zeitpunkt der
ersten Operation, sowie eine Metastasierung dieaBdberlebenszeit negativ
beeinflussten. Die rezidivireie Zeit verandertéhsiceder durch eine zytostatische
Therapie noch durch eine Tumorexzision im Gesun@®HEN et al., 2001).
Von den 42 Katzen, die in der Studie von HAHN epast operationem bestrahlt
wurden, entwickelten 59 % erneut einen Tumor unebkh lediglich median 6
Monate rezidivfrei. Allerdings waren die Tumorenesigr Kohorte alle
unvollstandig chirurgisch entfernt worden (HAHN @i, 2007). Eine andere
retrospektive Studie zu prognostischen FaktordBeirug auf die Behandlung von
FISS untersuchte insgesamt 76 Katzen, von deneffid@ postoperativ mit
einem kurativen Bestrahlungsprotokoll behandelt 2AdKatzen stark fraktioniert
bestrahlt wurden. Die Tiere der ersten Gruppe, rdéramoren fast alle im
Gesunden entfernt worden waren, blieben median 8iaké rezidivfrei und ihre
mediane Uberlebenszeit lag bei 42 Monaten. In desiten Patientenkollektiv,
das vorwiegend Katzen mit mikroskopischer oder msikwpischer Tumorbirde
beinhaltete, traten nach median 10 Monaten Rezidiifeund die Katzen lebten
median 24 Monate. Fir diese Gruppe waren eine adjavChemotherapie bei
groRen Tumoren und eine moglichst geringe AnzahlOgerationen vor der
Bestrahlung von positivem prognostischem Wert. Ad&@ hatten Katzen mit
mikroskopischen Tumorresten ein bessesattome als solche mit sichtbaren
Umfangsvermehrungen (ECKSTEIN et al., 2009).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass unabhé&ngig etpurakt der Bestrahlung
mediane Uberlebenszeiten von 600 bis 842 Tagericktreverden und nach

einem, 2 und 3 Jahren sind noch 86 %, 44 % bezgswgise 28 % der Tiere am
Leben (CRONIN et al., 1998; BREGAZZI et al., 20@OHEN et al., 2001).

Doch in einer Studie, die 2009 préa- und postopezaRadiotherapie verglich,
zeigte sich die adjuvante Bestrahlung mit einer iavezh Uberlebenszeit der
Katzen von 705 Tagen als effektiver als die neoaatjte Strahlentherapie, die zu
einer medianen Uberlebenszeit von 310 Tagen fi{iNAeYER et al., 2009).
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Ein neuerer Therapieansatz wurde von NOLAN et eschrieben. Sie werteten
retrospektiv die stereotaktische Bestrahlung beKafizen mit makroskopischen
Tumoren aus und zeigten, dass eine mediane Ubagebié von 301 Tagen
erzielt werden konnte. Bei 8 der 11 Katzen fiihrie @herapie zu einer
kompletten oder partiellen Remission. Median 242gelanach dieser
Radiotherapie kam es zur Tumorprogression. Die wumtokommen zu dem
Schluss, dass sich dieser Therapieansatz besséombination mit chirurgischer
Exzision oder als palliative Mal3nahme eignet (NOLét al., 2013).

1.7.3. Zytostatische Therapie und Elektrochemotherapie

Die Bedeutung der Chemotherapie in der BehandlumgRISS wurde bereits in
mehreren Studien und mit unterschiedlichen Medikdere evaluiert. Allerdings
gelten FISS generell eher als chemoresistent, ss dech der therapeutische
Effekt selten voraussagen lasst (COUTO & MACY, 8P9Eine in vitro-
Sensitivitat konnte bei FISS-Zelllinien gegenibeoxBrubicin, Mitoxantron,
Vincristin und Paclitaxel nachgewiesen werden (WAMS et al., 2001;
BANERJI et al., 2002).

In einer neueren Studie wurde die fehlende Wirkdeg Antitumorantibiotikums
Doxorubicin auf das zellulare Proteasom des FISShgewiesen, was das
mangelhafte Ansprechen der Neoplasien auf diesaskisiment moglicherweise
erklaren kénnte (CERRUTI et al., 2010).

Teilweise vielversprechende Ergebnisse frihererospektiver Studien ohne
Kontrollgruppen mit 661 Tagen rezidivfreier Zeitdum einzelnen Féllen sogar
kompletter Remissionen (BARBER et al., 2000; BREGAZt al., 2001)

konnten von HAHN und Mitarbeitern nicht bestéatigerden. Sie evaluierten 71
Falle von inkomplett resezierten FISS, die untaestiicth behandelt wurden. Die
29 Katzen, die zusatzlich zur postoperativen BhBiragy mit Doxorubicin

therapiert wurden, blieben signifikant langer kdasiksfrei als die 42, die nur
bestrahlt wurden. Der Unterschied in der Gesamlgibenszeit war wiederum
statistisch nicht signifikant, wobei die Katzeng diur bestrahlt und operiert
worden waren, median 29,4 Monate Uberlebten, dieefan der Doxorubicin-
Gruppe waren hingegen nach median 16,3 Monaterioveen (HAHN et al.,

2007).

Vielversprechende Ergebnisse zeigt die Kombinatws neoadjuvanter und
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adjuvanter Chemotherapie mit Epirubicin und radikadResektion. BRAY und
POLTON erreichten mit diesem Therapieansatz eirtdemé Uberlebenszeit von
2014 Tagen. Die mediane Uberlebenszeit konnte biestimmt werden, da 80 %
der Tiere nach Abschluss der Studie noch am Lelserw Zudem berichten die
Autoren von guter Tolerabilitat. Finf Katzen entkalten Anorexie im Zuge der
Chemotherapie und bei zweien kam es zu Nahtdelaemannerhalb der ersten 2
Wochen post operationem. Wobei die Autoren betonen, dass sich ihre
Operationsmethode auch von anderen bisherigen étudnterscheidet. Sie
verwendeten Schnittbildverfahren zur Planung derigton (BRAY & POLTON,
2014).

Eine grof3e Multicenter-Studie verglich 2002 die Kgamkeit von Doxorubicin
und Liposomen-ummanteltem Doxorubicin bei 108 Katpgt FISS. Insgesamt
konnte bei 39 % der Tiere mit inoperablen TumorenAnsprechen beobachtet
werden, bei weiteren 39 % der Patienten stagndage Tumorwachstum. Dabei
konnte kein statistischer Unterschied in der Wikkuder beiden Agenzien
festgestellt werden. Doch auch hier war der Theeypolg nicht von langer
Dauer, denn bereits nach 84 Tagen zeigten die Uyat@mmehrungen wieder ein
progressives Wachstum. Auch 44 % der postoperatieimem der Medikamente
behandelten Tiere entwickelten Lokalrezidive, bediteren 4 Katzen (5 %)
bildeten sich Metastasen. Auch in dieser GruppeTaere mit mikroskopischer
Tumorbirde konnte kein Unterschied in der Effekéivizwischen Doxorubicin
und der Liposomen-ummantelten Formulierung des kédents eruiert werden.
Die 108 Katzen lebten median 388 Tage krankheiisftas eine statistisch
signifikant langere Zeit ist als die 93 Tage destdrischen Kontrollgruppe. Ein
wesentlicher prognostischer Faktor in Bezug auf dierlebenszeit stellte die
komplette chirurgische Exzision dar. Die Autorermiem zu dem Schluss, dass
liposomen-ummanteltes Doxorubicin  keine  Vorteile ggeliber dem
herkdbmmlichen Doxorubicin bringt, da sich in defdkfivitat kein Unterschied
zeigt, die Formulierung aber zum einen kostenintensgst und zum anderen ein
groReres Nebenwirkungsrisiko birgt (POIRIER et2002).

In einer neueren Studie zur Behandlung inoperdblerer Weichteilsarkome mit
einer Kombination aus liposomalem Doxorubicin uré@fyjlicher palliativer
Radiotherapie reagierten insgesamt 7 der 10 Patieniit partieller
beziehungsweise kompletter Remission, die medianh P&8ge anhielt. Bei 2



Il. Literaturiibersicht 21

Katzen blieb der Tumor fur 40 beziehungsweise 4geTstabil in seiner Grol3e,
ein Tier zeigte unmittelbar nach Therapiebeginn eprogressives

Tumorwachstum. Insgesamt Uberlebten die Katzeneased Studie median 324
Tage, wobei 2 der Tiere bei Abschluss der Datelyaeahoch am Leben waren.
Akute Nebenwirkungen traten lediglich bei 2 der &t in Form von Anorexie,

Erbrechen, Gewichtsverlust und trockener Desquamatn Bestrahlungsfeld auf
(KLEITER et al., 2010).

KOBAYASHI und Mitarbeiter kamen 2001 zu dem Schlusigss zwar die
Durchfuihrung einer Chemotherapie ebenso wenig esngmfikanten Effekt auf
die Zeitspanne bis zum ersten Ereignis (Rezidiviastasierung, Tod) hat wie
die Art der Chemotherapie, doch die Katzen, dieb@alatin als Monotherapie
bekamen, waren mit Uber 986 Tagen am langsten kedtskrei (KOBAYASHI et
al., 2002).

In einer Vertraglichkeitsstudie mit Lomustin, inrdenter anderem auch 5 Katzen
mit makroskopischem FISS behandelt wurden, zei@téfatzen eine partielle
Remission. Allerdings war die mediane Remissionsmgi 65 Tagen sehr kurz
(FAN et al., 2002).

Nur geringgradig vielversprechender waren die Engete der Studie von
RASSNICK et al., die 27 Katzen mit inoperablen FI8i§ Ifosfamid behandelten.
Eine komplette und 10 partielle Remissionen hielterdian 70 Tage an.
Allerdings mussten 3 Katzen aufgrund schwerwiegentiebenwirkungen
euthanasiert werden (RASSNICK et al., 2006).

Eine andere therapeutische Herangehensweisedisteliektrochemotherapie dar.
Hierbei wird das Zytostatikum lokal appliziert undie Aufnahme des
Medikaments in die Zellen durch biphasische elsklie Impulse erhoht
(BELEHRADEK et al., 1993). Die elektrischen Stimaoiachen die Zellmembran
permeabel, so dass das Medikament direkt an selWv@kungsort, der

Desoxyribonukleinsdure (DNA) gelangen kann. In efaeidie, in der 12 Katzen
mit fortgeschrittenen FISS mit Bleomycin in Formnv&lektrochemotherapie
behandelt wurden, konnte eine Stagnation des Tuaahrstums flr 2 Wochen bis
7 Monate erreicht werden. Die Gesamtiberlebensigitkontrollgruppe belief
sich auf median 24 Tage, wahrend die Therapietieite median 6 Monaten
signifikant langer lebten (MIR et al., 1997). SPUGN und Kollegen
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therapierten in einer randomisierten UntersuchuBgK@tzen mit der gleichen
Methode. Es entwickelten 63 % der Tiere mit makopskchen Tumoren
Rezidive nach median 12 Monaten, wobei lediglice dumorgré3e fur die
Prognose von Bedeutung war. Von den 39 Katzen mikraskopischer

Tumorbirde hatten 46 % nach median 19 Monaten emdR. In dieser Kohorte
blieben Katzen, die nicht vorbehandelt waren, $igamt langer tumorfrei als
Katzen, die bereits einer Therapie unterzogen wondaren. Alle Katzen der
Kontrollgruppe, deren Tumor nur chirurgisch enttenvurde, entwickelten

Rezidive, die nach median 4 Monaten auftraten (SRIMNG et al., 2007). Die

gleiche Arbeitsgruppe Uberprifte dann auch die Kaffgéat und Vertraglichkeit

von Cisplatin in Kombination mit elektrischen Impeh (SPUGNINI et al.,

2011). Dieses Platinderivat darf Katzen aufgrundeserl oxizitat nicht systemisch
verabreicht werden, da es zu tddlichen pulmonarempikationen flihren kann
(BARABAS et al., 2008). Die ausschliellich lokale pglikation des

Zytostatikums fuhrte lediglich zu milden gastrostiealen Nebenwirkungen bei 3
Katzen. Die Rezidivrate der so therapierten Katlam bei 29 %, wobei die
Remission 535 bis 797 Tage anhielt. Dahingegen iekélten 13 von 14

Kontrolltieren nach median 180 Tagen ein RezidRWU&NINI et al., 2011).

1.7.4. Unspezifische Immuntherapie

Mit der unspezifischen Immuntherapie soll das angate Immunsystem, zu dem
unter anderem Makrophagen, Granulozyten und nehigliKillerzellen zahlen,

stimuliert werden, um gegen neoplastische Zelletivaku werden. Das
angeborene Immunsystem erkennt Pathogene und héersie mithilfe von

schneller lokaler Reaktion, wie einer Entziindunglaminieren.

Acemannan ist ein langkettiges, polydisperses Petyrdes Kohlenhydrats
Mannan, das aus der Aloe v-Vera-Pflanze gewonned. \lis wurde bereits in
mehreren Studien auf seine Wirksamkeit in der Tgierales FISS untersucht.
Erstmals testeten HARRIS und Mitarbeiter das Agansiner Pilotstudie, in der
sie 43 Hunde und Katzen mit unterschiedlichen Nesiph Acemannan
intraperitoneal (i.p.) und intralasional (i.t.) dggerten. In die Analyse waren auch
7 Tiere mit Fibrosarkomen eingeschlossen, von deBereine Kklinische

Verbesserung in Form von Tumorverkleinerung, Turakrase oder verlangerter
Uberlebenszeit zeigten (HARRIS et al., 1991). Imeei Fallserie zur

unspezifischen Immunstimulation mit Acemannan leete KENT 1993 unter
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anderem von 3 Katzen, denen das Mittel ebenfallaund i.t. verabreicht wurde.
Eine Katze blieb rezidivfrei, die zweite entwicleskin Lokalrezidiv und die dritte
wurde aufgrund ihres Tumors euthanasiert. Die m@edFallzahl dieser Studie
schrankt ihre Aussagekraft Gber die Wirkung vonrAaanan ein (KENT, 1993).
Zwei Jahre spater analysierten KING und Kollegen\Wirkung von Acemannan
in Kombination mit chirurgischer Exzision und Raittierapie bei 5 Katzen und 8
Hunden mit rezidivierenden Fibrosarkomen. Nach taeher i.p.- und i.t.-

Applikation des Agens wurden die Tumoren von 12r@nekleiner. Aul3erdem

konnten deutliche Entziindungsreaktionen und Nekrésstgestellt werden. Zum
Zeitpunkt der Datenanalyse waren 7 der 13 Studienthoch am Leben und
tumorfrei. Die mediane Uberlebenszeit belief sicli 872 Tage (KING et al.,

1995).

Interferone sind in der Immuntherapie von Tumorean \Bedeutung. Diese
Signalsubstanzen werden zum Beispiel bei Virustidelken von Leukozyten und
Fibroblasten gebildet und hemmen generell die Broi@synthese in Zellen,
wodurch die Virusvermehrung eingedammt wird (BAUERWALZOG, 2003) .
HAMPEL und Kollegen setzten 2007 rekombinantesé&diInterferons (felFN-
®) in einer unkontrollierten Studie bei 20 Katzert AISS ein. Dabei wurde den
Tieren dieses Typ-1-Interferorprae operationem viermal i.t. und nach
chirurgischer Entfernung des Tumors achtmal sulbkagapliziert. Nach dieser
adjuvanten Immunstimulation konnte in vitro eine cHeegulation vonmajor
histocompatibility complex (MHC)-Klasse-I-Molekilen in FISS-Zelllinien
nachgewiesen werden. Mit einer Rezidivrate von 45uf@ nur milden,
selbstlimitierenden Nebenwirkung kénnte auch dasseinvoller Therapieansatz
sein. Allerdings war das mediane Tumorvolumen ggréo dass die Rezidivrate
alleine keine Aussage Uber die Effektivitat erméigliHAMPEL et al., 2007).

1.7.5. Immunologische Gentherapie

QUINTIN-COLONNA und Mitarbeiter waren 1996 Vorreitefir die
gentherapeutische Immuntherapie des FISS. Sie firmnen humanes
Interleukin-2 (hulL-2) in xenogene Verozellen, die Katzen nach Operation und
Radiotherapie siebenmal peritumoral injiziert wurdBer Therapieerfolg wurde
mit einer zufallig ausgewdahlten Kontrollgruppe Magen und erschien
vielversprechend. Innerhalb der ersten 6 Monateutreer den Therapietieren kein
Rezidiv auf, wahrend bereits 56 % der Kontrolltieeeneut einen Tumor
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entwickelt hatten. Diese Rate stieg in den dardgéftden 10 Monaten weiter auf
69 %, wohingegen nur 31 % der Therapiekohorte Eseal Zeit ein Rezidiv
entwickelt hatten. Auftretende Nebenwirkungen warébherwiegend mild,
allerdings fuhrte die zweite Injektion der Vero-bt#-Zellen bei einer Katze zu
einem anaphylaktischen Schock (QUINTIN-COLONNA et., a1996).
JOURDIER und Mitarbeiter verglichen 2003 in ihrdu@e zur Immuntherapie
mit viralem Gentransfer gleich 3 Gruppen: Eine Kolgruppe wurde nur
operiert und postoperativ bestrahlt, der erstenraphegruppe wurde nach
Operation und Radiotherapie ein attenuierter Vaaecirus-Genvektor mit
Expression von hulL-2 injiziert, die zweite Theregiuppe erhielt einen
Canarypoxvirus-Genvektor mit Expression von felinémerleukin-2 (fellL-2).
Nach 12 Monaten war bei 61 % der Kontrolltiere Bi@zidiv zu verzeichnen,
wahrend nur 39 % der ersten und sogar nur 28 % meeiten
Immuntherapiegruppe wieder erkrankten (JOURDIER at., 2003).
Rekombinantes, felines Interleukin-2 exprimieren@amarypoxvirus-Gen wurde
auch von JAS et al. als adjuvante Immuntherapie Vierbindung mit
Brachytherapie eingesetzt. Damit erreichten siermalb von 2 Jahren nach der
Therapie eine Reduktion des Rezidivrisikos um 6B%.krankheitsfreie Zeit lag
bei den Katzen, die lediglich operiert und bestraldrden waren bei 287 Tagen,
wohingegen die Tiere der Immuntherapiegruppen W3 Tage kein Rezidiv
entwickelten (JAS et al., 2015).

In einer Phase-II-Studie von WALSCH wurden 34 Katpait FISS neoadjuvant
mit einer Immunogentherapie behandelt. Den Tieramde ein fiur felines
granulocyte macrophage colony-stimulating factor (feGM-CSF) kodierendes
Plasmid appliziert. Die Tiere wurden tber 360 Tpgst operationem beobachtet
und der Erfolg wurde mit einer Kontrollgruppe, iarddie Katzen ausschlief3lich
chirurgisch behandelt worden waren, verglichen. Rizidivraten von 41 % in
der Therapiegruppe und 65 % im Kontrollkollektiv nkie kein statistisch
signifikanter Unterschied ermittelt werden, lieeabendenziell eine Effektivitat
vermuten (WALSCH, 2010). In einer prospektiven, damisierten, Placebo-
kontrollierten Doppelblindstudie untersuchte manl20die Effektivitat einer
neoadjuvanten Immuntherapie mit den felinen Zytgkimen Interleukin-2 (IL-2),
Interferony (IFN-y) und GM-CSF mittels Magnetofektion (HAAS, 2011)odis
und praktische Durchfiihrung orientierten sich dapevorangegangenen Phase-I-
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und -lI-Studien zur Dosisfindung, Praktikabilitaindu Vertraglichkeit dieser
Therapie (JAHNKE et al., 2007; HUTTINGER et al.,08) HOEKSMA, 2011).
Den 25 Katzen der Therapiegruppe wurde das Medikad¥eund 7 Tage vor der
operativen Entfernung i.t. appliziert. Nach deekijon wurde ein Magnet fir 60
Minuten auf dem Tumor fixiert, so dass die an Hisehkel adsorbierten
Plasmide an die nachste Zellwand heran gepresst word den Zellen
aufgenommen wurden. Im Beobachtungszeitraum vonTag@n entwickelten 28
% der Therapietiere Rezidive und 12 % wiesen Masast auf. Unter den 25
Katzen, die als Kontrolltiere nur operiert wordemren, kam es bei 44 % zu
Rezidiven und Metastasen wurden bei 24 % detekt®tvohl auch Katzen mit
grof3en rezidivierten Tumoren, die prognostisch selgiinstig sind, in die Studie
eingeschlossen wurden, liegen fur die Therapieggumehr niedrige und
letztendlich auch fir die Kontrollgruppe beachtliofedrige Rezidivraten vor
(HAAS, 2011).

1.7.6. Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren

Die molekulare Antitumortherapie stellt eine relatieue Form der Therapie in
der Onkologie dar. Auf die verschiedenen TyrosiakerInhibitoren (TKI) soll in
einem spateren Kapitel dieser Arbeit noch ausfdheli eingegangen werden. Wie
bereits in einem friheren Kapitel dieser Arbeit &mt, konnte bereits
nachgewiesen werden, dass FISS PDGF, PDGFR, EGFseinén Rezeptor,
FGF$, TGFwa und -, sowie in geringerem Male auch c-Kit exprimieren
(HENDRICK, 1998, 1999; NIETO et al., 2003; SMITHat, 2009). Dahingegen
wird PDGF und PDGFR gar nicht oder nur in geringdafde von nicht Vakzine-
assoziierten Sarkomen exprimiert (HENDRICK, 1998).

Der TKI Imatinib mesylat (Gleevec® von Novartis),usmle 2005 von
LACHOWICZ und Kollegen bei 9 Katzen mit unterscHielden Neoplasien auf
seine Vertraglichkeit hin untersucht. In diese RHaStudie zur Dosisfindung
wurden auch 4 Katzen mit FISS eingeschlossen. Here9 Katzen zeigte 2
Wochen nach Therapiebeginn zahlreiche Abweichungen Blutbild,

Serumchemie und Urinanalyse, darunter eine mitidige Azotamie und eine
hochgradige Erhohung der Alaninaminotransferase TjALBei dieser Katze
waren bereits einen Monat vor Beginn der ImatinitefBpie erhohte
Kreatininwerte gemessen worden. Bei ihr wurde di@faAgsdosis des
Studienmedikaments von 1 mg/kg einmal taglich nicleiter erhoht. Weitere
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Nebenwirkungen waren mild und zum Teil durch andereoplastische
Erkrankungen bedingt. Alle 4 FISS-Katzen reagienah einer Stagnation des
Tumorwachstums fir durchschnittlich 2 Monate (LACWETZ et al., 2005).
Bereits 1 Jahr zuvor hatten KATAYAMA und Mitarbeitématinib an FISS-
Zelllinien und Nacktmausen mit FISS getestet. Dalegjte es sich als wirksamer
Inhibitor der Autophosphorylierung des PDGFR, ernviedert dadurch die
Uberlebensfahigkeit der FISS-Zellen. AuBerdem kenainein vivo-Aktivitat
dieses TKIs gegen das Wachstum von FISS am Nacktiadell nachgewiesen
werden. Darilber hinaus verhindert das Medikamaentitro den protektiven
Effekt des PDGF-BB gegentber Doxorubicin und Cakdtop wodurch die
Sarkomzellen sensitiver gegentiber der Chemotheveymiden (KATAYAMA et
al., 2004). Die erste Studie zu Masitinib (Masivet@n AB Science) bei FISS
fuhrten DALY und Kollegen durch. Das Medikament derim Hinblick auf
Wachstumshemmung, Radio- und Chemosensibilisiehaig2 FISS-Zelllinien
untersucht. Aul3erdem wurde es klinisch gesundezekatrerabreicht, um zu
evaluieren, ob und wie toxisch die klinisch releieabosierung fiir diese Tierart
ist. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass Masipotenziell zur Therapie
von FISS geeignet ist, da eine Wachstumshemmungedkinien zu verzeichnen
war (DALY et al.,, 2009). Auch LAWRENCE et al. koent zeigen, dass
Masitinib einen dosis-abhangigen anti-proliferativEffekt sowohl auf FISS-
Zelllinien von Priméartumoren als auch korresporehelen Lungenmetastasen hat.
Hier zeigte sich, dass je nach Dosierung Masitmikeiner Apoptoserate von 40
bis 90 % fuhrte, wahrend in Abwesenheit des Witfkstaveniger als 5 % der
Zellen apoptotisch waren (LAWRENCE et al.,, 2012UREK et al. konnten
jedoch keinen Unterschied in der Radiosensitiwitiéit normalen FISS-Zelllinien
und solchen, die mit Masitinib vorbehandelt warefeststellen. Die
Strahlentherapie reduzierte Dosis-abhangig daslétdms aller Zellen (TUREK et
al., 2014).

1.8. Prognose

Die Prognose fur Katzen, deren FISS lediglich dperantfernt werden, ist
schlecht, insbesondere wenn der Tumor nur margesaiziert wird (LIPTAKE &
FORREST, 2007). Sarkome, die bei der ersten Operatgro3flachig
beziehungsweise radikal exstirpiert werden, remden nach median 419

beziehungsweise 325 Tagen, wohingegen marginakretef Tumoren bereits
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nach median 66 Tagen wiederkehren (HERSHEY ek@0(). Des Weiteren ist
die mediane Uberlebenszeit nach einem radikalergrifinmit 807 Tagen
signifikant langer als nach marginaler Exzision25Bage) (HERSHEY et al.,
2000). Dabei ist gerade die erste Operation enibehd, da sich die Zeit bis zum
Rezidiv mit jedem Eingriff verkirzt (HERSHEY et ,al2000). Weitere
prognostisch wichtige Faktoren sind die anatomidabialisation, die Gro3e des
Tumors, adjuvante Therapien, der histologische Gratidie Tumorart, sowie die
Erfahrung des Chirurgen und die Anzahl der voramgggn Operationen
(ROMANELLI et al.,, 2008; LADLOW, 2013). Zusatzlickann dasoutcome
positiv durch praoperatives Staging mittels Kortt@$ oder -MRT beeinflusst
werden (HARTMANN et al., 2015).

2. Das canine epitheliotrope T-Zell-Lymphom

Aufgrund der Vielzahl klinischer und histologischBiider des epitheliotropen
Lymphoms werden in der Humanmedizin viele Subtypder Krankheit
beschrieben. Die Weltgesundheitsorganisation WHfel2005 gemeinsam mit
der European Organization for Research and Cancer Treatement eine
Klassifikation fur kutane Lymphome fest, in der &oé¢ T- und Natdrliche Killer-

Zell-Lymphome wie folgt unterteilt werden:

* Mycosis fungoides (MF)
= Alibert-Bazin MF
= Follikulotrope MF
» Pagetoide Retikulose (PR)
» Elastolytisches T-Zell-Lymphong(anulomatous slack
skin)
e Sézary Syndrome (SS)
Unter MF wird hier ausschlief3lich der klassischédaidt-Bazin Typ verstanden.
Sie ist sowohl in der Veterinar- als auch in dentdnmedizin die am haufigsten
diagnostizierte Form des epitheliotropen T-Zell-lpmoms (WILLEMZE et al.,
2005; MOORE et al., 2009). Auf sie soll im folgend€ext naher eingegangen

werden.

Die follikulotrope MF ist charakterisiert durch Iyhatische Infiltrate im
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Follikelepithel mit Aussparung der Epidermis. Da den meisten Fallen
zusatzlich eine muzindése Degeneration der Hask@blstattfindet, wird sie auch
follikulare Muzinose genannt und geht in der Regél Alopezie einher. Die
Hautveranderungen sind oft mit hochgradigem Juzkassoziiert (WILLEMZE
et al., 2005; AHN et al., 2014).

Die PR stellt eine indolente Variante der MF daei tder solitdre Flecken oder
Belage mit intradermaler Proliferation neoplastesci-Zellen das klinische
beziehungsweise histologische Bild bestimmen. Walese, auch Woringer-
Kolopp-Typ genannte Form in der Regel an den Extégen lokalisiert ist und
sich durch eine sehr langsame Progression und em@wolenteren Verlauf
auszeichnet (WILLEMZE et al., 2005; AHN et al., 201Sie wird zum Teil auch
als benigne eingestuft (HAGHIGHI et al., 2000). Wedextrakutane
Dissemination noch Todesfélle durch Woringer-Koldti@ wurden bisher
gemeldet (WILLEMZE et al., 2005). Bei Hunden kana BR Klinisch nicht von
der MF unterschieden werden. Allerdings bericht@RRISON von einem Hund
mit einer einzelnen Lasion, die langsam fortschuittl stellt die Hypothese auf,
dass diese das Aquivalent zur Woringer-Kolopp-Kraeikdes Menschen darstellt
(MORRISON, 2001). Méglicherweise sind in Fallen VBR haufiger die Ballen
betroffen. Hier zeigen sich dann Krusten, Hypopigtagonen und Ulzerationen
(SCOTT, 2000; GROSS et al., 2005). In friheren gifdsationen wurde auch der
Ketron-Goodman-Typ zur PR gezahlt, die WHO stufesdi generalisierte
Variante nun jedoch als aggressives epidermotrojester of differentiation-8-
positives (CD8) kutanes T-Zell-Lymphom oder gamma/delta-positifegell-
Lymphom, beziehungsweise Tumorstadium der MF einL(EMZE et al.,
2005).

Die extrem seltene Form des elastolytischen T-Bgihphoms ¢ranulomatous
dlack skin) zeichnet sich durch das Auftreten von erytheneatgdaques oder
Umfangsvermehrungen mit hdngender, schlaffer Haat die eine Pradilektion
fur intertrigdse Hautbereiche aufweist und gehdoéi Frauen und jungen
Patienten auftritt. Eine Assoziation mit HodgkinAdbhghomen oder klassischer
MF wird in einer Vielzahl der Félle beschrieben (\MEMZE et al., 2005; AHN
et al., 2014).

Das Sézary Syndrom setzte sich friher aus einemnBafas von exfoliativer

Dermatitis, generalisierter Lymphadenopathie undplestischen T-Zellen,
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sogenannte Sézary-Zellen in Haut, Lymphknoten werghperem Blut, zusammen
(WIESELTHIER & KOH, 1990). Dielnternational Society of Cutaneous
Lymphomas halt das SS fur bewiesen, wenn eines oder meldeardolgenden
Kriterien erflllt sind: mehr als 1000 Seézary-Zellepro Kubikmeter,
immunphanotypische Abweichungen (wie einem dem Wisgren von CD4 T-
Zellen, so dass das CD4 zu CD8-Verhaltnis Gberelfd bder dem Verlust der T-
Zell-Antigene CD2, CD3, CD4 und/oder CD5) oder dmolekulare oder
zytogenetische Nachweis von T-Zell-Klonen im peeign Blut (VONDERHEID
et al.,, 2002). Diese Form des epitheliotropen Lyomps muss unbedingt von
einer lymphatischen Leukamie mit sekundarer Betailg der Haut differenziert
werden (GROSS et al., 2005). Das SS ist wie beimddeen auch eine seltene
Form des CETL und in beiden Spezies mit einer sbidm Prognose assoziiert
(WILLEMZE et al., 2005; FONTAINE et al., 2009).

2.1. Geschichte, Atiologie, Pathogenese

Das epitheliotrope T-Zell-Lymphom, das zu Beginrs d. Jahrhunderts bei
Menschen als Mycosis fungoides beschrieben wur@N{FAINE et al., 2009),
diagnostizierte man beim Hund erstmals 1972 (KEldt¥l., 1972).

Die Atiologie der Erkrankung ist weitgehend unbeMamund verschiedene
maogliche Ursachen werden sowohl in der Human- alghain der
Veterinarmedizin kontrovers diskutiert. Beim Mensehund auch bei der Katze
kbnnte eine virale Infektion von Bedeutung sein. iSolierten GOSH und
Mitarbeiter Sequenzen des humanen T-lymphotroperusvi (HTLV-1) in
kutanen epitheliotropen Lymphomen von Menschen &8t (GHOSH et al.,
1994). Diese Ergebnisse konnten auch PANCAKE etialJahr spater bestatigen
(PANCAKE et al., 1995). Auch das humane HerpesvBugiHV-8) wurde in
lymphoproliferativen Lasionen gefunden (TRENTO ket 2005). Es ist bekannt,
dass eine Epstein-Barr-Virusinfektion Hodgkin-Lyropie, eine B-Zell-
Neoplasie, hervorrufen kann (AHMED & HESLOP, 2008) Blut von Katzen
mit kutanen Lymphomen kann oft kein FeLV nachgeefesverden, doch im
Tumorgewebe selbst konnte in einzelnen Fallen pateviFeLV-DNA mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) identifiziertrden (CACIOLO et al.,
1984; TOBEY et al., 1994; JACKSON et al., 1996).e\Btudien berichten vom
Nachweis eines Typ-C-Retrovirus, das mit dem Felafwandt ist, im Blut
leukamischer Hunde, allerdings konnte dabei keims&ker Zusammenhang
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zwischen der Virusinfektion und der Tumorerkrankubgwiesen werden
(SAFRAN et al., 1992; GHERNATI et al., 2000).

Eine weitere, in der Literatur diskutierte Moglidik der Pradisposition flr
epitheliotrope T-Zell-Lymphome sind ein chronisciartigenstimulus und/oder
Langerhanszellabnormitaten, die zur chronischenvigkting und Proliferation
von T-Zellen fihren, was dann in der Entartung elieZellen resultiert
(WEINSTOCK & HORM, 1988; BURG et al., 2001). Eimdnliche Theorie
stellten LAMBERG und BUNN bereits 1979 auf, da sikannten, dass eine
Vielzahl von Patienten mit epitheliotropen T-Zelfhphomen eine oft
langjahrige klinische Vorgeschichte von chronisclErmatitis aufwies. Aus
diesem Grund postulierten sie, dass dieser chiomigntzindungsprozess zur
Entwicklung der Mycosis fungoides fihren kann (LAMBG & BUNN, 1979).
SHAPIRO und PINTO hingegen kamen in ihrer Untersmchzu dem Schluss,
dass es sich bei epitheliotropen T-Zell-Lymphomleereim spontane Neoplasien
handelt als um Tumoren, die durch chronische Emlaiigen hervorgerufen
werden (SHAPIRO & PINTO, 1994). Und auch MEHRANY @. konnten
keinen Beweis fir den Zusammenhang von Atopie yith@iotropen T-Zell-
Lymphomen beziehungsweise dem SS erbringen (MEHRANA., 2003).

In einer ersten tiermedizinischen Studie zur Katieh von atopischer Dermatitis
und CETL konnten SANTORO und Kollegen zeigen, diess Risiko der CETL-

Entstehung signifikant mit dem Bestehen einer atdmn Dermatitis assoziiert
ist. In der multivariaten Analyse zeigte sich, ddss Entwicklung einer MF bei

Hunden mit Atopie zwoélfmal wahrscheinlicher ist dsi Hunden, die keine
allergischen Hauterkrankungen aufweisen (SANTOR@Igt2007). Ansonsten
ist der Zusammenhang zwischen chronischer Dermatitid CETL in der

veterindrmedizinischen Literatur nur sparlich dolemert (FONTAINE et al.,

2009).

T-Lymphozyten gelangen im Falle von kutanen Entzingegn durch &uf3erer oder
viraler Schadigung aus den postkapillaren Venatetie Haut. Kommt es nun zu
Dysregulationen der Lymphozytenfraktion kdnnen gradi T-Zellen Rezeptoren
wie das kutane Lymphozyten-Antigen oder den CC-Glennezeptor-4
exprimieren, die die Exozytose der Lymphozytenienliaut und ihre Bindung an
epidermale Keratinozyten und Langerhanszellen marfen (KIM et al., 2005).

Dies ist ein Grund fir den Epitheliotropismus dekrgnkung. Und auch die



Il. Literaturiibersicht 31

Expression von Bl-integrin intercellular adhesion molecule kdnnte eine
entscheidende Rolle in der Adhéasion von Oberflagmsptoren und somit im
epitheliotropen Verhalten der neoplastischen T-Ligogyten spielen (DAY,
1999).

2.2. Inzidenz

Unter den Hauttumoren ist das CETL eine seltendtredende Erkrankung
(GOLDSCHMIDT & SHOFER, 1992; SCOTT, 2000; GROSSkf 2005). Ihr
Anteil an der Gesamtheit der kutanen Neoplasied wiit 1 % angegeben, wobei
hier sowohl epitheliotrope als auch nicht-epithietipe Lymphome
zusammengefasst wurden (GOLDSCHMIDT & SHOFER, })998 einer
Analyse von 130.684 Hunden, die bei einer britisclagesellschaft versichert
waren, wurde bei 103 Hunden die Diagnose Lymphostetjfe (EDWARDS et
al., 2003). Die Inzidenz der malignen Lymphome wind 7 % bis 24 % aller
caninen Neoplasien angegeben und nur 3 % bis &&ntin Form von kutanen
Lymphomen auf (VAIL & YOUNG, 2007). Bei einer Umsgeichung der
Patientenpopulation der University of Florida elmeeten SANTORO und
Kollegen fur CETL eine Pravalenz von 0,02 % (SANT@FRet al., 2007).
Allerdings ist zu vermuten, dass gerade spezigesigermatologische Praxen und
Uberweisungskliniken die Krankheit haufiger seh&nandere. Hier schwanken
die Fallzahlen zwischen 2 und 7 CETL pro 1000 Dé¢osen in einem Zeitraum
von 4 bis 5 Jahren. Bei der Aufarbeitung einer 248l an Fallberichten tber
CETL waren Cockerspaniel und Boxer uberreprasentigras fur eine
Pradisposition dieser Rassen spricht (FONTAINE .e2809). Wobei Boxer eine
generelle Pradisposition fur T-Zell-Lymphome aufsexi (FOURNEL-FLEURY
et al., 2002; PONCE et al., 2010). Eine Geschlgchtisposition wie in der
Humanmedizin, wo Méanner 1,5- bis zweimal haufigetrdsfen sind als Frauen,
konnte in bisherigen veterinarmedizinischen Studimeht festgestellt werden. In
einer Analyse der 72 in der Literatur gelistetenTCH-alle waren 38 mannliche
und 34 weibliche Tiere betroffen, das mediane Aften Zeitpunkt der Diagnose
liegt bei 8,6 Jahren (FONTAINE et al., 2009).

2.3. Klinisches Bild
Wie bereits erwdhnt wird in der Humanmedizin med#rbis 6 Jahre nach
Auftreten der ersten Symptome die Diagnose MF degfeHN et al., 2014).
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Auch in der Tiermedizin vergeht oft langere Zeis ldie endgultige Diagnose
gestellt wird. BEALE und BOLON berichten von 6 v@6 Hunden mit CETL,

die an chronischer Dermatitis litten (BEALE & BOND 1993). 2006

dokumentierten BHANG und Kollegen den Fall einesbenjahrigen Yorkshire
Terrier mit CETL, dessen chronische Entzindung Haut bereits 6 Jahre
andauerte (BHANG et al., 2006). In ihrer Literaaasimerche errechneten
FONTAINE und Kollegen eine mittlere Zeit von 5,5 Naien zwischen dem
Auftreten der ersten kutanen Verdnderungen und Dérgnosestellung

(FONTAINE et al., 2009). In einer weiteren Studiesdgleichen Autors mit 30
Hunden lag diese Zeitspanne bei median 3,8 Monateinkeiner der 25 Hunde,
von denen eine ausfuhrliche klinische Vorgeschichelag, hatte vor dem
Auftreten des CETL an chronischen Dermatitiden togeli (FONTAINE et al.,

2010).

Betroffene Hunde werden wegen unterschiedlichsteaut¥€rdnderungen
vorgestellt, denn das CETL kann, wie beim Mensduarh, in seiner klinischen
Prasentationen vielen Dermatitiden &hneln (BEALEBSOLON, 1993; SCOTT,
2000; CAMPBELL, 2004; GROSS et al., 2005). MukokitaJbergiange und die
Maulschleimhaut sind haufig mit betroffen (MORRISON 2001).
Die oben aufgefuhrte Klassifikation der Humanmedider epitheliotropen T-
Zell-Lymphome ist beim Hund nur bedingt anzuwend#,sich eine alleinige
Charakterisierung anhand der kutanen Verdnderungemvierig gestaltet.
MOORE et al. untersuchten 2009 eine Fallserie nit Hlunden, wobei 39
Patienten an MF, 16 an einer PR und ein einzelnes& litten (MOORE et al.,
2009) Die 2001 eingefiihrte Einteilung nach SCOT8cheeibt die klinischen
Symptome und Stadien wie folgt (SCOTT, 2000):

(1) Exfoliative Dermatitis

(2) Plagues/Knoten

(3) Ulzerative Veranderungen der Maulschleimhaut

(4) Mukokutane Form
Allerdings betonen FONTAINE et al. in ihrer Studi®n 2010, dass eine
tatsachliche Kategorisierung oft schwierig ist, dech die Symptome oft

Uberschneiden beziehungsweise gleichzeitig auftf@®NTAINE et al., 2010).

Die exfoliative Dermatitis kann alle kutanen Belsiades Korpers betreffen und

die Veranderungen treten meist generalisiert alierdings sind in der Regel
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Kopf- und Rumpfregionen schwerer betroffen alsEk&remitaten. Dabei kann es
zu  Hautschuppungen, Erosionen oder sogar Ulzemtion sowie
Hypopigmentationen und Alopezien kommen (GROSS lgt 2005). Kutane
Hamorrhagien kénnen den Eindruck einer Hyperpigatent vermitteln. Bei
einigen Tieren ist die Entzindung auch mit Pruriagsoziiert und durch das
Kratzen der Hunde kommt es sekundar zu Exkoriatiogf@OLDSCHMIDT &
SHOFER, 1992). Lymphadenopathien sind keine Setienind konnen entweder
durch Lymphknoteninvasion neoplastischer Lymphazytedingt sein oder eine,
durch sekundéare Infektionen der Hautlasionen beeirepktive VergréRerung der
Lymphknoten darstellen (GROSS et al., 2005). Ditoleative Dermatitis wird
nur selten bei Hunden mit CETL gesehen, da sie sehleinlich oft nicht vom
Besitzer bemerkt wird und die Tiere haufig ershbé&iortschreiten der Krankheit
ins Stadium demlagues und Knoten vorgestellt werden (FONTAINE et al.,
2009). Wahrend die unterschiedlichen Phasen beimsbhen in der Regel gut
abgegrenzt werden kénnen, werden Hunde mit Veranden unterschiedlicher
Schweregrade erstmals einem Tierarzt vorgestalidnen sie sich sowohl mit
rétlich fleckigen Korperarealenpdtches) als auch mit Hautverdnderungen mit
Auflagerungen glaques) prasentieren. Haufig entwickeln sich auch baldadh
die ersten kutanen Knotchen (GROSS et al., 2005)B&ginn sind die Lasionen
meist noch recht klein und treten nur vereinzediiiffy am Kopf oder auch am
Rumpf auf. Betroffene Areale sind oft schuppig oslegar krustig, zum Teil auch
haarlos und kdnnen bereits erosiv oder ulzeratmanaert sein (MORRISON,
2001). Die Knoten kénnen sich aus vorher bestehrempdiches und plaques
entwickeln, kénnen aber auch an zuvor noch undigig@l Lokalisationen
entstehen. Haufig zeigen Tiere in diesem KrankbitBbum weniger Juckreiz als
solche, die lediglich fleckige Veranderungen ausgai Sekundare Infektionen
fuhren jedoch haufig zu einer Verschlimmerung desis (FONTAINE et al.,
2009). Die oft eher schmerzhaften Knoten kdnnen wwanige Millimeter an
Grolle aufweisen, aber auch auf eine GroRe von meehr&entimetern
heranwachsen (MORRISON, 2001). In dieser auch alsmoF-Stadium
bezeichneten Krankheitsphase kommt es in vieleterr&ur Metastasierung,
wovon regionare Lymphknoten primar betroffen siMiDORE et al., 1994). Mit
dem Fortschreiten der Krankheit wachsen die Lasionad neben einem
gehaufteren Auftreten von Ulzerationen und Rotung@mmt es auch vermehrt
zu zentralen Nekrosen in den Verdnderungen (GOLDSICH & SHOFER,
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1992).

Sowohl die orale als auch die mukokutane Form d€BELdst keine Seltenheit. In
einer Studie von MOORE und Mitarbeitern zeigtenv@h 54 CETL eine starke
Tendenz zur Beteiligung mukokutaner Ubergange, deie Lippen, dem Planum
nasale, der Augenlider, der Perianalregion sowg mivulvaren Bereichs. Bei
16 Hunden war die orale Mukosa mit betroffen (MOORE al., 2009).
FONTAINE et al. fanden bei der Untersuchung vonCEIL-Fallen 3 Tiere, bei
denen ausschlieRlich mukokutane Ubergéange betraffa®en und einen Hund,
der Mukosaulzera ohne kutane Beteiligung aufwie®it®ve 14 Hunde dieser
Studie litten gleichzeitig an Haut- und Schleimvauinderungen sowie Lasionen
an mukokutanen Ubergangen. AuBerdem konnten dieréutfeststellen, dass
gerade das mukokutane Gewebe von Nase und Lefzd&daingsten betroffen ist,
13 der 30 Hunde wiesen hier neoplastische Veranderuauf (FONTAINE et
al., 2010). Des Ofteren treten auch Ulzerationendan Ballen der Tiere auf
(WILCOCK & YAGER, 1989; FONTAINE et al., 2010).

2.4. Histologisches Bild

Allen Formen des CETL gemein ist ihr ausgepragtepiEmus zur Epidermis. In
diesem Fakt ahneln sie der humanen Mycosis fungpidech der zusatzliche
Tropismus der neoplastischen T-Lymphozyten fir a&dlee Strukturen wie
Haarfollikel, apokrine Schweil3- und Talgdrisen igtin spezifisches
Charakteristikum der CETL. Die epitheliotropen Lymogyten kdnnen diffus in
der Epidermis verteilt sein oder einzelne, fokalgghegate bilden, die sich
makroskopisch als Pusteln darstellen und als Rasthe Mikroabszesse
bezeichnet werden (MOORE et al., 1994; SCOTT, 2@ROSS et al., 2005).
MOORE und Kollegen berichten in ihrer Untersuchuwram 23 CETL von 5
Fallen, in denen die lymphatischen Infiltrate, rAisnahme einiger reaktiver
Zellen unterschiedlicher Zelllinien (Lymphozyteniagazellen, Histiozyten, in
Ausnahmen auch Granulozyten) in der Dermis fastscuellich auf die
Epidermis beschrankt blieben, was dem Bild einemegaisierten PR in der
Humanonkologie gleicht. Sind die neoplastischenefebereits in das Stratum
papillare des Coriums vorgedrungen und haben aighUbergangszone von
Epidermis zu Dermis durchsetzt, so bezeichnen MO@REI. dies alplaque
stage. Eine Vorstufe davon stellt die nur oberflachlicimdiltration der Dermis
dar, sie wird algatch stage klassifiziert und ist haufig mit demlaque stage
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vergesellschaftet, weswegen die Autoren diese he®tadien in einer spateren
Studie algatch-plaque stage bezeichnen. Wenn die epitheliotropen Lymphozyten
bereits bis ins Stratum reticulare des Coriums iandie Subkutis vorgedrungen
sind, sprechen MOORE et al. vom Tumorstadium. Didaspragung der
Erkrankung fanden die Autoren in 15 von 23, beazangsweise 38 von 54
Hunden. Adnexale Strukturen waren in beiden Stubetrallen Hunden infiltriert
(MOORE et al., 1994; MOORE et al., 2009). Im Faiser MF kommt es durch
die Invasion der neoplastischen Zellen zur Akarghdsich eine unterschiedlich
ausgepragte Hyperkeratose, sowie gelegentlich &pdngiose der Epidermis
sind erkennbar (GROSS et al., 2005). Mit Progressier Erkrankung und
Zunahme der epidermalen Infiltration werden aucbsEmen und Ulzerationen
sichtbar. Gerade in der dermal-epidermalen Ubesgge wird oft eine
vermehrte Pigmentfreisetzung der Melanozyten bdubac Doch vereinzelt
kommt es auch zur Regression der Lasionen in Famar d=-ibrosierung der
Dermis (SCOTT, 2000; GROSS et al., 2005). Durch riekierung einzelner
Keratinozyten kann es zur Nekrose und Ulzeration Epidermis kommen
(GROSS et al, 2005). FONTAINE und Kollegen bemehtin ihrer
Literaturrecherche, dass es kontrovers diskutiérd,vob der Epitheliotropismus
mit Fortschreiten und Schwere der dermalen Infitraabnimmt oder er in jedem
Krankheitsstadium vorhanden ist (FONTAINE et al009). Die 5 CETL, die
FOURNEL-FLEURY und Mitarbeiter in ihrer Studie urgachten, zeigten ein
unterschiedliches Mald an Epitheliotropismus, wasterunanderem vom
Krankheitsstadium abhing (FOURNEL-FLEURY et al.02

Die Morphologie der infiltrierenden Lymphozyten @in den meisten Studien als
sehr unterschiedlich beschrieben und ist meist \®tadium der Erkrankung
bestimmt. In der frihen Krankheitsphase gatch-plaque stage stellen sich die
neoplastischen Zellen meist als kleine bis mittdlgr, hyperchromatische
Lymphozyten mit unregelmafigem, zum Teil spiralig€ern (fingerférmig) und
wenig Zytoplasma dar (DAY, 1999; FOURNEL-FLEURY a&t, 2002; MOORE
et al., 2009). Die Mitoserate ist in diesem Krantdstadium niedrig (GROSS et
al., 2005). Im Tumorstadium infiltrieren vorwiegemploRe Lymphozyten mit
grof3en ovalen, teilweise auch gefalteten Nuclei teidhlich eosinophilem bis
amphophilem, oft aber nur wenig angefarbtem Zypka das Gewebe, wodurch
die Histologie eher einem histiozytdrem Bild gléifGROSS et al., 2005;
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MOORE et al., 2009). PONCE und Kollegen fandenhrei Untersuchung 25
Falle von kutanen T-Zell-Lymphomen aus unregelmafiigerebriformen Zellen
mit niedrigem mitotischem Index, die sie als typiss Erscheinungsbild einer
klassischen MF einstuften. AuRerdem beschreiberAdieren 12 weitere Falle
vom monozytoiden Typ mit reichlich blassem Zytoptas runden Zellkernen mit
feinem Chromatin und gut sichtbarem Nucleolus, elieen Epitheliotropismus
auswiesen (PONCE et al., 2010). Dieses Erscheibildgsurde auch in einem
von 5 Fallen von FOURNEL-FLEURY et al. nachgewres2 weitere CETL-
Falle stellten sich alsrge granular lymphocyte-Typ dar mit azurophilen Granula
in ihrem ansonsten nur blass gefarbten Zytoplasnmal weringgradig
unregelmaliger Kernstruktur (FOURNEL-FLEURY et 2D02). Bei Hunden mit
SS wird die Tumorzellpopulation von kleinen, ceftmmen Lymphozyten mit
hyperchromatischem gewundenem Nucleus bestimmgedigeerden auch als
Sézary- oder Lutzner-Zellen bezeichnet (SCOTT, 2008BMPBELL, 2004;
GROSS et al., 2005). Diese Zellen sind aul3er inlkdganen Lasionen auch in
Lymphknoten vorhanden und zirkulieren im peripheBiat. Auch in anderen
Organen wie Milz, Leber, Lunge, Herz und Nieren k@&m die Sézary-Zellen in
einigen Fallen nachgewiesen werden (FOSTER etl897; SCOTT, 2000;
GROSS et al., 2005).

Eine Immunphanotypisierung ist mithilfe von CD-Aggnen mdglich. Die
humane MF ist in 90 % der Falle ein Lymphom der GBB+T-Zellen, also der
T-Helferzellen, CD8 wird nur selten exprimiert (KMQES, 1989;
RALFKIAER, 1991). Dahingegen sind in 50 % der PRder Humanonkologie
die T-Lymphozyten entweder vom CID8" (T-Suppressorzellen)- oder vom
CD8"-Phanotyp, aber auch CD30umorzellen wurden schon nachgewiesen
(MIELKE et al., 1989; BERTI et al.,, 1991; LEBOIT991; HAGHIGHI et al.,
2000; WILLEMZE et al., 2005). Das immunphanotypisdBild der CETL stellt
sich wesentlich unterschiedlich zu der des Menscdan Hier wird die
Expression von CD4€D8- zytotoxischen T-Zellen in 80 % der Hunde
nachgewiesen, in den restlichen 20 % wird die Padjmrl neoplastischer Zellen
von naturlichen Killerzellen gebildet, die weder £moch CD8 exprimieren
(MOORE et al., 2009). Eine alleinige Expression @i konnte in CETL bisher
nicht nachgewiesen werden (MOORE et al., 1994). MI®E et al. konnten in
ihrer Studie eine gemischte Expression verschied&ngell-Marker in dermalen
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Lymphozyten zeigen, darunter auch CDB8-Lymphozyten (MAGNOL et al.,
1996). Eine CD4-Expression konnten auch MOORE urirvkiter feststellen,
allerdings beschrankte sich diese auf reaktive edelder Dermis und der
Submukosa, wie Makrophagen und dentritische ZelM@ORE et al., 1994).
Auch der klassische T-Zell-Marker CD3 wird von degoplastischen Zellen der
CETL exprimiert (MOORE et al., 1994, MOORE et &009). CD5 ist ein
immunhistologischer  Marker  fur  T-Lymphozyten und nesi B-
Lymphozytensubpopulation. In der Studie von MOORH Kollegen waren in
nur 7 von 19 Fallen die epitheliotropen Lymphozyt@bD5-positiv, wobei bei
diesen Hunden auch dermale Lymphozyten eine diffiB36-Expression zeigten.
Der positive Nachweis der CD5-Expression war sowiahlpatch-plaque- als
auch im Tumorstadiumur sehr geringgradig ausgepragt und somit unalbgpang
vom Krankheitsstadium (MOORE et al., 1994). In eispateren Untersuchung
fanden MOORE und Mitarbeiter heraus, dass in 64 & ahalysierten CETL
keine CD5-Expression stattfand, wobei sie in 73 I%r go-T-Zell-Lymphome
und nur 29 % alleap-T-Zell-Lymphome fehlte (MOORE et al., 1996). Zugiih
scheint die Expression von CD5 bep-T-Zellen vom Krankheitsstadium
abhangig zu sein. Wéahrend patch-plaque stage-Lasionen die T-Zellen nahezu
alle CD5-positiv sind, fehlt die Expression diegedigens bei Veranderungen im
Tumorstadium Eine solche Korrelation zwischen CD5-Expressiond un
Krankheitsstadium konnte beys-T-Zell-Lymphomen  nicht nachgewiesen
werden. Uberhaupt ist die CD5-Expression bei dieSemoren eher selten
(MOORE et al.,, 2009). Dieses Fehlen der CD5-Expoas&dnnte eventuell
hilfreich bei der Differenzierung zwischen CETL unmdaktiver lymphoider
Dermatitis sein (FONTAINE et al., 2009). Wie beseierwahnt kénnen T-
Lymphozyten durch weitere Oberflachenproteine wetgieden werden, die TCR,
die durch 2 Ketten charakterisiert sind, entwad@rodery/d (DAY, 1999). Der
vo-Phenotyp ist bei CETL wesentlich haufiger. In Aealyse von MOORE et al.
wurden in 18 von 29 Hunden mit MF und in 6 von 8dfdvon PR T-Zellen mit
v6-TCR nachgewiesen (MOORE et al., 1996). In einétesen Studie wurdeyd-
TCR in 17 von 38 MF-Fallen nachgewiesen, wahrendasionen in Form der PR
alle 15 Tiereys-TCR exprimierten (MOORE et al.,, 2009). Thy-1 stdtt
thymocyte differentiation antigen 1, ist auch bekannt als CD90 und wird beim
Hund von allen peripheren T-Zellen exprimiert (MOBRt al., 1990; MOORE et
al.,, 1992). Die Expression dieses Antigens konnt&@ WIOORE et al. in
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Lymphozyten der Dermis und der Submukosa in 192®irallen nachgewiesen
werden, doch nur in 10 dieser Falle waren auclegitheliotropen Lymphozyten
Thy-1-positiv (MOORE et al., 1994). BRACHELENTE aL berichteten 2015
von einem Dackel, dessen CETL eine CD3- und CD2é&x@ression zeigte
(BRACHELENTE et al., 2015). Ein friherer Fallbericlies die gleichzeitige
Expression von CD3 und c-Kit im CETL eines Bostorerriers nach

(SHIOMITSU et al., 2012).

Ki-67 ist ein Protein, das im Kern proliferierendgellen exprimiert wird, es
spiegelt die Zellzyklusaktivitait eines Gewebes widand wird somit
immunhistologisch als Proliferationsmarker verwdn@BERTI et al., 1991,
SEIGNEURIN & GUILLAUD, 1991). Er wird in der Humamedizin schon seit
Langerem als prognostischer Marker verwendet, daAdeeil der Ki-67 Zellen
mit der Malignitat von Lymphomen Kkorreliert ist (BRBES et al., 1984;
SEIGNEURIN &  GUILLAUD, 1991). Auch bei Hunden wuwd dieser
Zusammenhang nachgewiesen. Es stellte sich hedass, von hochgradiger
Malignitat auszugehen ist, wenn mehr als 21 % ddled Ki-67 exprimieren. In
Bezug auf diesen Schwellenwert zahlt die MF beimndHweu den weniger
malignen Lymphomformen, da sich hier nur 16 % detlen Ki-67-positiv
zeigten (FOURNEL-FLEURY et al., 1997). Der Ki-67dkx steigt mit
Progression des CETL. Wahrend er bei Hundepatoh-stage bei nur 13 % liegt,
wird die Expression des Antigens in 18 % der Zelem Tieren mit knotigen
Hautveranderungen des CETL nachgewiesen (MAGNGdI.et1996). Auch der
Nachweis vonproliferating cell nuclear antigen (PCNA) ist ein hilfreicher
Marker zur Bestimmung der Malignitat kutaner LAgionSo ist der Index dieses
Proliferationsmarkers im Tumorstadium wesentlicthdrdals impatch-plaque-
stage. Sowohl in der Epidermis als auch in der Dermiswrkadie T-Zell-
Proliferation nachgewiesen werden (MURPHY & OLIVRX000).

2.5. Diagnostisches Vorgehen

Der zytologischen oder histologischen Untersuchsanlite in der Regel eine
eingehende klinische Untersuchung, sowie eine Besting der Blut- und
Urinwerte zur Evaluation des aktuellen Gesundhwmitss des Patienten
vorausgehen. Mithilfe von Rontgenaufnahmen des &than mindestens 3
Ebenen konnen mediastinale Massen identifiziert deer und eine

Ultraschalluntersuchung kann die Beteiligung innédegane detektieren (VAIL



Il. Literaturiibersicht 39

& YOUNG, 2007).

Anhand des Vorberichts und der klinischen Prasiem&idnnen gerade erfahrene
Tierarzte oft schon eine Verdachtsdiagnose stell&ine zytologische
Untersuchung kann weitere Hinweise auf ein CETL egeb Sowohl
Abklatschpréparate als auch Feinnadelaspirate mimdUntersuchung geeignet.
Allerdings kann hierbei anhand der Rundzellen nue @®iagnose eines
hamatopoetischen Tumors gestellt werden, eine geadifferenzierung ist nicht
maoglich, da die Lymphozyten nicht unbedingt atypis@randert sein mussen.
Aul3erdem ist es nicht moglich zytologisch eine Mdanalitat der Lymphozyten
zu beweisen. Auch die Differenzierung atypischemphatischer Zellen von
Histiozyten ist lichtmikroskopisch in der Regel miendglich (FONTAINE et al.,
2009).

Fiur eine endgultige Diagnose ist die histopathsldge Untersuchung von einer
oder mehreren Biopsieproben notig. Damit kann séwlein Epitheliotropismus
als auch der Subtyp der CETL nachgewiesen werd®NTRAINE et al., 2009).
Dabei sollte die Lokalisation so gewahlt werdenssden6glichst reprasentative
Praparate gewonnen werden. Infizierte, ulzerieder mekrotische Lasionen sind
fur den Pathologen meist eher unbrauchbar. DahédtersoTeilstiicke von
erythematosen oder depigmentierten Arealen genomveettien, aber auch ganze
Knoten odeplaques eignen sich zur Untersuchung (CAMPBELL, 2004; GOS
et al., 2005; VAIL & YOUNG, 2007).

Da es sich beim CETL, wie bei allen Lymphomen umeemonoklonale
Lymphozytenpopulation handelt, weisen alle neoelsen Zellen die gleichen
genomischen Merkmale auf, die von einer neopldstigeranderten T-Zelle
abstammen. Diese Monoklonalitdt kann durch eine PfOR antigenetic
rearrangement (PARR) nachgewiesen werden. Diese Untersuchundhitrsach
zunutze, dass jedes Lymphom DNA-Regionen hat, mi€édnge und Sequenz
einzigartig sind (BURNETT et al., 2003). Diese itilechen DNA-Sequenzen
liegen bei T-Zell-Lymphomen in unterschiedlichengi®@en des TCR (VAIL &
YOUNG, 2007). Dahingegen sind reaktive Lymphozytéhrate eine
polyklonale Zellpopulation. Dadurch kann mit PARRndeutig zwischen
Neoplasie und reaktivem Prozess unterschieden weAddierdem eignet sie sich
zur Therapiekontrolle, denn ist die Behandlung lgriach, reduziert sich die
Anzahl der Zellklone, was dann mit PARR nachgewiesgerden kann
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(BURNETT et al., 2003; LANA et al., 2006). Diesangnostische Test wird in
der Humanmedizin schon langere Zeit angewendet,imnBlut zirkulierende
Tumorezellen nachzuweisen, Hyperplasien von Negrlasu unterscheiden und
letztlich auch zur Therapiekontrolle nach chematpeutischer Behandlung von
Leukdmien (LANA et al.,, 2006). In der Untersuchumgn BURNETT und
Mitarbeitern von 77 Hunden mit lymphatischen Neej@a lag die Sensitivitat
des Tests bei 91 % und die Spezifitat bei 95 % (RHRT et al., 2003).
AulRerdem korrelieren die Ergebnisse dieses Diageosrens mit dem
klinischen Krankheitsstadium und im Blut zirkuliede Tumorzellen werden
besser erkannt (LANA et al., 2006). Falsch negdikgebnisse kdnnen durch die
Anwendung der falschen Primer entstehen. AuRerderdem entartete nattrliche
Killerzellen mit dieser Methode nicht erfasst (DRElet al., 1999). Liegt eine
Infektion mit Ehrlichia canis vor, kann es zu félgoositiven Resultaten kommen
(VERNAU & MOORE, 1999).

2.6. Therapie

Fur die Behandlung des CETL gibt es aktuell nochn kstandardisiertes
Vorgehen, da bisher keine Therapieform gefunderdejutie zu guten und langer
anhaltenden Erfolgen fiihrte. Therapieformen, dieeibe evaluiert wurden und
deren Einfluss auf die Prognose sollen hier zusamgefasst werden.

2.6.1. Lokale Therapie

Eine operative Entfernung des CETL ist nur zu eimefe wenn es sich um
einzelne, solitdre Umfangsvermehrungen handelt. eDasollte mit einem

eingehenden klinischen Staging das Vorliegen waitdrumoren, sowie eine
Dissemination der Erkrankung sicher ausgeschlosseden. Eigentlich sollte die
chirurgische Exzision nur als initiale Therapie Z&Reduktion der Tumorblrde
angesehen und eine systemische zytostatische Téeramer angeschlossen
werden, da das Lymphom als hamatopoetischer Tumumer als eine

systemische Erkrankung angesehen werden muss (FIMUIBGR, 2006). Auch

eine adjuvante Radiotherapie kann die Prognose aparierten Patienten
verbessern (BLACKWOOD, 2011).

Der Erfolg der lokalen Therapie, der in der Humadime wichtigsten
Malinahme, wird in der Veterindrmedizin vor allenrafiudie geringe Toleranz

der Hunde gegenuber topisch applizierten Medikaererdgingeschrankt. Der
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zytotoxische Effekt dieser Praparate ist zeitabliinda sie erst nach dem
Einziehen auch in der Tiefe wirken kdnnen. Dochgabfachte Salben, Sprays
oder Lotionen werden schnell abgeleckt und Shampki@snen oft nicht

ausreichend und lange genug einmassiert werden.(MAMIER, 2006).

Lokale Glukokortikoide, wie Salben oder Cremes weréh der Humanmedizin
mit grol3em Erfolg eingesetzt, mit Ansprechraten 88r% bis 94 %. Allerdings
beziehen sich diese Zahlen auf den Einsatz beefribberflachlichen Lasionen,
also CETL im patch-stage (APISARNTHANARAX et al.,, 2002; KNOBLER,

2004). Da die Erkrankung bei Hunden selten in eirs@mhchen frihen Stadium
diagnostiziert wird, ist ein Therapieerfolg hieadtich und bisher gibt es keine
veroffentlichten Studien zur Effektivitat dieser HBedlung. Doch es ist nicht
auszuschliel3en, dass Tiere patch-plaque-stage von dieser Therapie profitieren
konnten, wenn nicht in Form einer Remission, damtiercht zumindest durch
einen Ruckgang der Symptome (DE LORIMIER, 2006).

Das Alkylans Mechlorethamin kann ebenfalls topidmi CETL angewendet
werden. Es leitet sich vom im ersten Weltkrieg Hampfgas verwendeten
Senfgas ab und wurde in den vierziger Jahren degrngenen Jahrhunderts als
wirksames Chemotherapeutikum erkannt (CHUN et 2007). Die topische
Anwendung von Mechlorethamin bei Hunden mit CETiLgst beschrieben und
erzielt oft gute Ergebnisse (BEALE & BOLON, 19930NALDSON & DAY,
2000). Ein gro3er Vorteil dieses Alkylanz ist dierigge systemische Absorption
bei seiner lokalen Anwendung, wodurch Nebenwirkungeée Seltenheit sind
(KNOBLER, 2004). Doch auch hier ist das meist feschrittene Stadium des
CETL bei Erstvorstellung ein limitierender Faktdg auch Mechlorethamin nur
im patch-plagque-stage effektiv ist. Aul3erdem ist das Agens kanzeroget kamn
bei chronischer Exposition zu Hautreaktionen fuhiRieses Risiko fir Besitzer
und tiermedizinisches Personal ist nicht zu untegisen. Daher wird es nicht
routinemallig in der Veterindronkologie angewend®LSON et al., 2001,
ANGUS & DE LORIMIER, 2004).

Tretinoin ist ein nicht-aromatisches Retinoid desten Generation. Die naturlich
vorkommende all-trans-Retinsdure ist als Cremedant Markt. Zwar gibt es zur
Anwendung dieser Creme noch keine veterindrmedidi@n Veroéffentlichungen,
doch DE LORIMIER berichtete 2006 davon, dass ddaeNeérdermatologe K.L.

Campbell Tretinoin bereits bei einigen Hunden egnieich eingesetzt habe (DE
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LORIMIER, 2006).

Lymphozyten und somit auch lymphoproliferative Kthaiten sind sehr
strahlensensitiv, weswegen sich die Radiotherapier gut zur Behandlung
lokaler L&sionen eignet (BLACKWOOD, 2011). Die paiive Bestrahlung
umschriebener CETL kann zu Schmerzlinderung undklgirerung stérender
Umfangsvermehrungen, beispielsweise in der Mauthdilithren und haufig kann
auch in fortgeschrittenen, volumindésen Tumoren dol@le Langzeitkontrolle
erreicht werden (WILSON et al., 2001; HOPPE et &Q04). In der
Humanmedizin werden Patienten in frihen StadienMfemit der sogenannten
total skin electron beam therapy behandelt. Dabei wird die Haut taglich in kleinen
Fraktionen Gber mehrere Wochen bestrahlt und zuinwBeden Remissionraten
von bis zu 100 % erreicht, wahrend oft nur leicliis moderate kutane
Nebenwirkungen auftreten (WILSON et al., 2001; ARRNTHANARAX et al.,
2002; HOPPE et al., 2004; KNOBLER, 2004). Allerdingeigen epitheliotrope
T-Zell-Lymphome in progressiveren Stadien zur Remdung nach dieser
Behandlung (APISARNTHANARAX et al., 2002). Eine nifiwierte Form dieser
Therapiemethode wurde von PRESCOTT und GORDON hbeidEn untersucht.
Die vorlaufigen Ergebnisse wurden 2004 auf einenfcenz vorgestellt. Darin
heil3t es, dass der Therapieerfolg bei einem dedéliiber 20 Monate anhielt und
die Therapie von allen Tieren gut toleriert wurétRRESCOTT & GORDON,
2004). RECHNER et al. untersuchten diese Art derstiabalung an
Hundekadavern und kamen zu dem Schluss, dassdigeate Tiefe erreicht und
damit eine effektive Behandlung moglich ware. Dietgedoch mit einem nicht
unerheblichen zeitlichen Aufwand verbunden, daRiagokoll an den jeweiligen

Patienten angepasst werden muss (RECHNER et all).20

Die Effektivitat vieler weiterer in der Humanmedizihdufig eingesetzter
Therapien wurden bisher nicht bei Hunden mit CEVhleiert. So werden mit
dem topisch angewandten Alkylanz Carmustin beim $dban gute Erfolge in
der Behandlung des frihen CETL erzielt (WILSON let2001; ANGUS & DE
LORIMIER, 2004; HOPPE et al., 2004; KNOBLER, 200Es hat den Vorteil,
dass es im Gegensatz zu Mechlorethamin nur wenigrdizend ist, allerdings
wird es dafir besser absorbiert und kann somit amah systemischen
Nebenwirkungen, wie Myelosuppression und Pneumofiénen (WILSON et
al., 2001; HOPPE et al., 2004; KNOBLER, 2004; WANG SONG, 2008). In
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einem humanmedizinischen Fallbericht wird der @meiche Einsatz von
Zytarabin und Carmustin beschrieben. Der Patientih follikulotroper MF

wurden einprozentige Losungen der Medikamente agsan Auflagen appliziert,
was letztlich zu einer kompletten Remission fUl{HEISIG et al., 2016). Auch
hier muss jedoch mit einem gesteigerten Gesundiséits fur Besitzer und

veterinarmedizinischem Personal gerechnet werden.

Mit Remissionsraten Uber 60 % bei oberflachlichepitheliotropen T-
Zelllymphomen ist auch die Anwendung des Gels deghstischen Retenoids
Bexarotene eine Therapieoption in der Humanonkel(§PISARNTHANARAX
et al., 2002; KNOBLER, 2004). Allerdings ist das ditleament relativ teuer
(KNOBLER, 2004) und mit lokalen Nebenwirkungen @8i % der Behandelten
ebenfalls mit Vorsicht anzuwenden (APISARNTHANARAXt al., 2002;
KNOBLER, 2004).

Eine Kombination einer Phototherapie mit ultravitde Strahlen und dem
photosensitizer Psoralen, der vor der UVA-Bestrahlung oral aufgemen wird,
brachte ebenfalls zufriedenstellende ErgebnissgernrHumanmedizin (WILSON
et al., 2001; APISARNTHANARAX et al., 2002, HOPPE al., 2004
KNOBLER, 2004).

2.6.2.  Systemische Therapie

Kortikosteroide wie Prednisolon sind katabole Hon@odie nach Bindung an
zytoplasmatische Rezeptoren die DNA-Synthese henumenso zur Apoptose
fuhren (CZOCK et al.,, 2005). Sowohl physiologischls auch neoplastische
Lymphozyten sind sehr sensibel fur diese Wirkstofi@swegen sie in einer
Vielzahl von Chemotherapieprotokollen zur Behandlurverschiedener
Lymphomformen integriert werden. So kann Prednisokuch bei CETL-
Patienten eingesetzt werden, womit teilweise so@amplette Remissionen
erreicht werden, die jedoch oft nur von kurzer Dasmd (DE LORIMIER,
2006). Doch auch der palliative Effekt durch einerMinderung des Pruritus
kann den Hunden schon Erleichterung verschaffenll(V& YOUNG, 2007).
Gerade bei langerer Anwendung von Prednisolonrretaifig Nebenwirkungen
wie Polyurie, Polydipsie, Polyphagie, Wesensverénugen, Lethargie, Hecheln
und Verlust der Muskelmasse entsprechend eineogetien Hyperkortisolismus
auf (HUANG et al., 1999; CHUN et al., 2007). Kod#teroide werden in der
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Therapie des CETL in der Regel in Kombination mitderen Zytostatika
verwendet (DE LORIMIER, 2006). Von einer langettigen Monotherapie mit
Prednisolon ist abzuraten, da dies zur Ausbildumgremulti drug resistance
fuhren kann (PRICE et al., 1991; KHANNA et al., 899

Das aus dem Bakterium Escherichia coli gewonnerayari-Asparaginase baut
die Aminosaure Asparagin ab und vermindert ihrdigdyare Menge, wodurch
die Proteinsynthese wachsender Tumorzellen gehewirdt (DE LORIMIER,
2006; CHUN et al., 2007). Die Bildung dieser nielssentiellen Aminosaure wird
durch das Enzym L-Asparagin-Synthetase katalysiedie in vielen
physiologischen Geweben vorhanden ist (DE LORIMIEB)6), doch auch viele
Tumorzellen sind in der Lage die Aktivitat diesesziims hochzuregulieren,
wodurch sie resistent gegen die Wirkung der L-Asgarase werden (CHUN et
al., 2007). Allerdings exprimieren gerade chemormdymphatische Tumorzellen
dieses Enzym noch nicht und auch unreife Lymphozysend nicht fahig
Asparagin selbst zu synthetisieren, so dass disparaginase zur ihrer Apoptose
fuhrt (DE LORIMIER, 2006; PIATKOWSKA-JAKUBAS et agl. 2008).
MORIELLO et al. behandelten 1993 7 Hunde mit pegwr (PEG-) L-
Asparaginase, eine Formulierung des Medikaments, dee das Enzym in
Polyethylenglycol eingekapselt ist, wodurch sie rphakokinetische Vorteile
gegenuber der freien L-Asparaginase hat und sel@n&ebenwirkungen fuhrt.
Bei allen 7 Hunden war eine Verbesserung der kiimea Symptome und der
kutanen Lasionen zu verzeichnen, allerdings wurdesschliel3lich partielle
Remissionen, die oft nur von kurzer Dauer waremngieht. Die mediane
Uberlebenszeit lag in dieser Untersuchung bei 9 atem (MORIELLO et al.,
1993). Da es sich bei der L-Asparaginase um eirtebakes Protein handelt,
kann es zur Bildung von Antikdrpern fuhren, dadustdigt mit der Anzahl der
Administrationen des Medikaments auch das Risilaphglaktischer Reaktionen
(DE LORIMIER, 2006; CHUN et al., 2007).

Auch die liposomale Form von Doxorubicin scheinteegewisse Effektivitat bei
CETL zu haben. In einer praklinischen Studie bektiad VAIL und Mitarbeiter,
unter anderem 9 Hunde mit CETL und erreichten dam# Remissionsrate von
44 %. Drei Hunde gingen sogar in komplette Remigsiobei diese median nur
90 Tage anhielt, bei einem der Hunde konnte einigefla Remission verzeichnet
werden (VAIL et al.,, 1997). Eine Nebenwirkung, die fast 25 % aller
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behandelten Hunde auftrat, ist das sogenamutd-foot-Syndrom, auch bekannt
als palmar-plantar Erythrodysasthesie (VAIL et 4B97; VAIL et al., 1998).
Typische Symptome dieser Hautreaktion sind Dys&stheund Parésthesien,
Erytheme, Odeme, Hyperkeratosen, Blasen und Desaficman (PORTA et al.,
2007). Die gleichzeitige Gabe von Pyridoxin (Vitanm6) kann das Autreten

dieser Nebenwirkung vermindern (VAIL et al., 1998).

Dacarbazine, ein Alkylanz, das DNA in allen Phades Zellzyklus alkyliert und
quervernetzt, wird in der Humanmedizin vorwiegendr Behandlung von
malignen Melanomen, Hodgkin-Lymphom und verschiedenSarkomen
verwendet (DE LORIMIER, 2006). In einem Fallbericldn 1997 fihrte die
Therapie mit Dacarbazine zur langfristigen komplettRemission bei einem
Hund mit fortgeschrittenem CETL und Lymphknotenrstdaen (LEMARIE &

EDDLESTONE, 1997).

Das mit am besten auf seine Effektivitat bei CETitensuchte Zytostatikum ist
Lomustin (CCNU). Dieses Alkylanz wird des Ofterds r@scue-Medikament bei
therapieresistenten Lymphomen eingesetzt (MOOREalgt 1999). In einer
Pilotstudie berichten GRAHAM und MYERS unter anagereon 5 Hunden mit
CETL, die alle durch die Therapie mit Lomustin ionkplette Remission gingen.
Zwei der Hunde erhielten das Alkylanz postoperativ blieben mit 7 und 15
Monaten am langsten in Remission. Insgesamt hadt Ahsprechen bei allen 7
Studien-Hunden, zu denen auch 2 Tiere mit nichthepotropem kutanem
Lymphom z&hlten, 2 bis 15 Monate an (GRAHAM & MYER 1999).
WILLIAMS und Kollegen evaluierten 2006 retrospektlen Krankheitsverlauf
von 36 Hunden mit CETL, die CCNU erhalten hatteai 8 Hunden konnte eine
komplette Remission erreicht werden, die median T8ge anhielt, weitere 17
Hunde blieben fur median 88 Tage in partieller Resioin (WILLIAMS et al.,
2006). Eine weitere retrospektive Analyse, in dié #unde mit CETL
eingeschlossen wurden, berichtet von einer Gesaprtachrate von 83 %. Hier
kam es bei 15 Tieren zu kompletter, bei 23 zu @ieti Remission, aul3erdem
wurde bei 5 Hunden eine Stagnation des Tumorwactssarreicht. Die Wirkung
hielt hierbei median 94 Tage an. Nur 3 Patienterad®en nicht auf die
Behandlung an (RISBON et al., 2006). Die haufigdiabenwirkungen dieses
Medikaments resultieren aus der Myelosuppressianimrielen Fallen kommt es
zu Neutropenien, Thrombozytopenien und Anamien (NRBOet al., 1999;
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HEADING et al.,, 2011). CCNU ist zudem hepatotoxisoid kann dadurch zu
Erhéhung der Alaninaminotransferase (ALT), in sciwwegenden Fallen sogar
zum Leberversagen fuhren (KRISTAL et al., 2004; HHERG et al., 2011). Auch
gastrointestinale Nebenwirkungen, vor allem in Foon Erbrechen sowie eine

renale Toxizitat sind fir Lomustin beschrieben (HHNG et al., 2011).

Kombinations-Chemotherapie-Protokolle werden in Hemanmedizin gerade
bei fortgeschrittenen CETL haufiger angewendet, evolam haufigsten
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prestion (CHOP) kombiniert
werden. Allerdings scheinen diese Protokolle inugeauf Remissionsrate und -
zeit keine Vorteile gegenuber Monotherapien zudam(WILSON et al., 2001,
APISARNTHANARAX et al., 2002; HOPPE et al., 2004NKBLER, 2004). DE
LORIMIER berichtet, dass amepartement of Veterinary Clinical Medicine der
University of Illinois at Urbana-Champaign mit dem CHOP-Protokoll zum Teil
partielle und komplette Remissionen bei einzelnendén mit CETL beobachtet
wurden, sogar bei einigen, die nicht auf CCNU apgeshen hatten (DE
LORIMIER, 2006). MORGES et al. fuhrten 2014 eineag¥n II-Studie durch, bei
der sie 10 Hunde mit CETL und 2 mit nicht-epithebipen Lymphomen mit
VDC-1101, einem azyklischen Nukleotidanalogon beletten und erreichten
eine Ansprechrate von 45 % (MORGES et al., 2014).

Wie bereits weiter oben beschrieben sind Retindfttamin A-Analoga, die

Wachstum, Reifung und Ausdifferenzierung vieler gblpgischer Zellen
beeinflussen (SOUZA & KITCHELL, 2002). Etretinandi Isotretinoin sind

synthetische Retenoide, die von WHITE et al. bersel@iedenen kutanen
Veranderungen, darunter auch 14 kutanen Lymphoraagewendet wurden.
Dabei erhielten 12 Hunde Isotretinoin und 2 EtgtirBei 6 der 14 Patienten
wurde ein Ansprechen verzeichnet (WHITE et al., 3)99 Der

immunhistochemische Nachweis von Retinoidrezeptaneriner Vielzahl von

kutanen T-Zell-Lymphomen gibt ebenfalls Grund zu Aanahme, dass diese
Medikamente zur Therapie des CETL geeignet seinntein (DE MELLO

SOUZA et al, 2010). Da Retinoide ein vollkommen demes

Nebenwirkungsspektrum haben als Zytostatika, eigsiensich sehr gut zur
Kombination mit Chemotherapieprotokollen (DE LORBR, 2006).

Die Nahrungserganzung mit essentiellen Fettsaaien,omega-3- und omega-6-

Fettsauren, scheint ebenfalls einen positiven Effek CETL zu haben. In einer
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Studie von IWAMOTO et al. wurde 8 Hunden mit CETindleat, eine 6fach
ungesattigte Fettsdure in Form von Farberdisteliefittert. 6 der 8 Hunde
gingen dadurch in Remission (IWAMOTO et al, 1992).
Zusatzlich sollten bei Bedarf unterstitzende undpgmatische Therapien, wie
die antibiotische Versorgung sekundarer bakterigtiéektionen (TSAMBIRAS
et al., 2001) und die Anwendung von Analgetika loeim Verdacht auf
Schmerzhaftigkeit durchgefuhrt werden (HATA et 4P98; DEVULDER et al.,
2001).

2.7. Prognose

Die Prognose fur CETL ist als vorsichtig bis schieginzustufen und ist abhangig
vom jeweiligen Stadium. In der Literatur angegebaeritilere Uberlebenszeiten
divergieren, mit einigen Monaten und bis zu 2 Jahstark (FONTAINE et al.,

2009). Die Tiere sterben selten eines natirlichexle$. Sie werden in den
meisten Fallen aufgrund des reduzierten Allgemdindens und der

eingeschrankten Lebensqualitdt durch die Hautver@mden, aber auch dem
damit einhergehenden Pruritus oder aufgrund sekenddautinfektionen mit

nachfolgender Septikdmie euthanasiert (FONTAINE .e2009).

3. Rezeptortyrosinkinasen

Zellwachstum, -differenzierung, -Uberleben, -sta&@hsel und -tod, aber auch
Migration und Zellzykluskontrolle werden in physigischen Zellen durch
Signalkaskaden reguliert, die an der Zelloberfladdeginnen und Uber das
Zytoplasma in den Zellkern ({bertragen werden. Dabspielen

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) eine entscheidende leRqLEMMON &

SCHLESSINGER, 2010). Mittlerweile hat man herausgdén, dass die
Tumorgenese unter anderem durch Dysregulationen chesol
Signaltransduktionswege, die zum unkontrolliertethidachstum flhren, bedingt
ist. Oft treten diese Veranderungen in gleichemior verschiedenen Neoplasien
auf, so dass sie als neues Ziel der therapeutiskhervention immer mehr an

Bedeutung gewinnen. Einen ganz entscheidenden #gpmmkt bilden dabei die
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Proteinkinasen, die viele zellulare Prozesse wiehtmm und Differenzierung
weitreichend  kontrollieren. Die  SignalUbertragung irdw durch die

Autophophorylierung dieser Enzyme initiiert (ARGY L al., 2004; LONDON,

2009; LONDON, 2014). Sie binden Adenosintriphosp{#efP) und es kommt
zur Bindung des Phosphats an ihre Aminosaurerestisgelost wird diese
Autophosphorylierung in der Regel durch externen&8lg, was wiederum zur
Ubertragung zelluléarer Signale fiihrt (LEMMON & SCHESSINGER, 2010).

Im menschlichen Genom wurden bereits 90 Tyrosirdgna nachgewiesen
(MANNING et al., 2002), von denen 58 an der Zelidldehe exprimiert und
daher als RTK bezeichnet werden (ARGYLE et al.,400ede RTK ist gleich
aufgebaut und unterteilt sich in eine extrazelkllaDomane, eine
transmembrandse Helix und eine zytoplasmatischeioRegdie aus einer
Proteintyrosinkinase und einer regulatorischen gmdmbrandésen Doméne
bestent (LEMMON & SCHLESSINGER, 2010). Die Bindunder
Wachstumsfaktoren an die RTK fuhrt zu einer Dinai@ der in der Regel als
Monomer vorliegenden Rezeptoren. Die daraus resetide Anderung der
dreidimensionalen Struktur ermdglicht dann die Bimgl von ATP. Die folgende
Autophosphorylierung fuhrt dann zu einer Signakdhrktionskaskade unter
Beteiligung von Adapterproteinen und nicht-Rezefitprosinkinasen (ARGYLE
et al., 2004). Allerdings kann ein Teil der RTK, ewibeispielsweise der
Insulinrezeptor Oligomere, auch in Abwesenheit giaktivierenden Ligandens
bilden. Trotz alledem fuhrt nur eine Ligandenbingutetztlich zu einer
Rezeptoraktivierung (LEMMON & SCHLESSINGER, 2010).

Im Folgenden soll ndher auf die RTK PDGFR, VEGFRI Uit eingegangen

werden. Diese 3 RTK gehéren zu den sogenanm@it-Kinasen. Diese

Bezeichnung rahrt daher, dass in ihrer zytoplasolagén Domane, durch einen
Einzug der Kinase, die ATP-Bindungstasche von datalittischen Domane
abgetrennt wird (ARGYLE et al., 2004).

Die physiologische Funktion von PDGFR und VEGFR der Angiogenese
kommt auch Tumoren zugute, da unter anderem mitfe Hitlieser
Wachstumsfaktoren die Blutversorgung der Neoplasiehergestellt und damit
auch die Wachstumsgeschwindigkeit beeinflusst wAtgéatzlich sind die RTK in
einer Vielzahl von Tumoren dysreguliert. Diese FRatitionen kdnnen durch

diverse Mechanismen wie Mutationen, Uberexpressimsionsproteine oder
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autokrine Schleifen verursacht werden (ARGYLE et 2004). So hat magain

of function-Mutationen von Kit in einer Vielzahl von Neoplasiedentifiziert

(LEMMON & SCHLESSINGER, 2010). Oft verandern dieuddtionen die
Struktur der Proteine so, dass eine Aktivierung eot8timulus stattfindet
(LONDON, 2014).

3.1. Der Platelet-derived growth-Faktor und sein Rezeptor

3.1.1. Aufbau und Expression

Der PDGF ist ein Wachstumsfaktor, der urspriingliabs menschlichen
Thrombozyten aufgereinigt wurde (ANTONIADES et d1979; HELDIN et al.,

1979; RAINES & ROSS, 1982). Zwar sind dieGranula der Thrombozyten
tatsachlich eine wichtige PDGF-Quelle (KAPLAN et, d979), doch im Laufe
der Zeit haben mehrere Studien gezeigt, dass diedgpeptid-Wachstumsfaktor
von einer Vielzahl von Zellen synthetisiert werdé@ann, darunter auch
Fibroblasten, Zellen der glatten GefalBmuskulaturnddihelzellen und
Makrophagen (HELDIN & WESTERMARK, 1999). Durch erte Stimuli wie

Hypoxie (KOUREMBANAS et al., 1997), Thrombin (DANLEet al., 1986),

andere Wachstumsfaktoren und Zytokine wird derenti®se mit gesteuert
(BETSHOLTZ, 1993).

Mittlerweile sind 5 Isoformen des PDGF bekannt, hdmPDGF-AA, -BB, -AB,
-CC, -DD (HELDIN & WESTERMARK, 1999; LI et al., ZD; BERGSTEN et
al., 2001; LI & ERIKSSON, 2003). Es handelt sichmer um Dimere aus
Polypeptidketten, die Uber Disulfidbricken verbumdsind (HELDIN &
WESTERMARK, 1999). Die Rezeptoren PDGkR- PDGFReff und PDGFR-
BB sind Tyrosinkinaserezeptoren, die extrazelluladinm@munglobulin-ahnliche
Doméanen und intrazellular die Tyrosinkinase-Domanéveisen. PDGF bindet
an 2 Rezeptoren gleichzeitig, was zur Dimerisati@ser fuhrt, dabei bestehen
unterschiedliche Affinitdten zwischen den einzelneRezeptor- und
Ligandensubtypen. An PDGF&r kbnnen alle Isoformen binden, ebenso besteht
eine Affinitdt von PDGFR3 zu PDGF-BB, -CC und -DD, an PDGFR-
kénnen lediglich PDGF-AB und -BB binden (HELDIN &WESTERMARK,
1999; LI et al., 2000; BERGSTEN et al., 2001; LI ERIKSSON, 2003). Die
PDGF-Rezeptoren sitzen vorwiegend in kleinen Eihbwagen der Zellmembran,
sogenannten Caveolae (LIU et al., 1996). Durch &mgdder Wachstumsfaktoren
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kommt es zur Internalisierung des Rezeptor-Ligardemplex in Endosomen

(SORKIN et al., 1991), deren Fusion mit Lysosomemrd zum Abbau des
Komplexes fuhrt (HELDIN & WESTERMARK, 1999). Aultd¥m werden die

Rezeptoren nach Markierung durch Ubiquitinmolekilger sogenannten
Ubiquitinierung in Proteasomen abgebaut (MORI gt18192; MORI et al., 1995).

Dieser Prozess ist bei mutierten PDGFRestort und findet nur in verminderter
H&aufigkeit statt, wodurch sie eine langere Halbwatt und einen starkeren
mitogenen Effekt aufweisen algld-type-Rezeptoren (MORI et al., 1993).

3.1.2. Physiologische Funktion

Schon in der embryonalen Entwicklung spielen dieGIFR und ihre Liganden
eine entscheidende Rolle. Dies zeigte sich im Laldge neunziger Jahre des
vergangenen Jahrhunderts, als man es schafft&eatie der Wachstumsfaktoren
sowie der Rezeptoren in Mausen zu inaktivieren (BEL& WESTERMARK,
1999). Je nachdem welchen Rezeptor oder welchenh$iansfaktor man
inaktiviert, kommt es zu unterschiedlichen embryenaDefekten, doch in der
Regel sind die Mause nicht lebensfahig. So komnziuedMissbildung der Nieren
(LEVEEN et al., 1994; SORIANO, 1994), der Blutgeféafvie einer dilatierten
Aorta (LINDAHL et al., 1997), der Lungenalveolen@BTROM et al., 1996),
des Myokards sowie des Gehirns. Aul3erdem zeigerKdaek-out-Mause eine
ausgepragte Blutungsneigung zum Zeitpunkt der Gebigr von der Unfahigkeit
der neuen Blutgefal3e herruhrt, Perizyten zu bifdBMDAHL et al., 1997).

PDGF hat auch einen angiogenetischen Effekt, zstagieser nicht so stark wie
der des FGF, doch seine Wichtigkeit in der Blut@eflilung scheint auch vom
jeweiligen Organ abhangig zu sein (HELDIN & WESTMRRK, 1999). In der
kardialen Angiogenese spielt er Dbeispielsweise eermgscheidende Rolle
(EDELBERG et al., 1998; PRICE et al., 2003). Auah der Regulation des
Blutgefaltonus ist PDGF beteiligt. Er fuhrt einésseur Vasokonstriktionen in
einer Vielzahl von BlutgefaRen (BERK et al., 1I98ACHINIDIS et al., 1990)
und andererseits wurde bei Ratten eine PDGF-meaglilRelaxation der Aorta
beobachtet (CUNNINGHAM et al., 1992). Thrombozywwwie ihre Vorlaufer
die Megakaryozyten, aber auch Endothelzellen vorpilkéaen exprimieren
PDGFR. Dadurch hat der PDGF, der selbst in grol3eengdn von den
Thrombozyten synthetisiert wird einen hemmenden fli8s auf die
Thrombozytenaggregation (HELDIN & WESTERMARK, 199®abei handelt
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es sich um einen autokrindeedback-Mechanismus (VASSBOTN et al., 1994;
SELHEIM et al., 2000).

Zum adaquaten Austausch von Flussigkeit und Maklekiten zwischen
extrazellularem Raum und Gefal3system ist ein negabruck im interstitiellen
Gewebe unabdingbar und auch hier hat der PDGF effiafluss auf die
Aufrechterhaltung des onkotischen Drucks im Inteosh (RODT et al., 1996).
Des Weiteren spielt der PDGF eine entscheidendk Roder Wundheilung, da
er an mehreren, an diesem Prozess beteiligtennZalikken kann. So werden
Fibroblasten und Zellen der glatten Muskulatur itose und Chemotaxis
angeregt. Zusatzlich stimuliert er die Chemotaxign vNeutrophilen und
Markophagen. Er ruft die Freisetzung weiterer wgdnt Wachstumsfaktoren
durch Makrophagen hervor und induziert die Prodwktiverschiedener
Matrixmolekile wie Fibronektin, Kollagen, Proteok@ne und Hyaluronséaure.
Auch im spéateren Verlauf des Wundheilungsprozessesder PDGF von
Wichtigkeit, da er die Wundkontraktion und die Rrktion und Sekretion von
Kollagenasen durch Fibroblasten in der Regenergpioase stimuliert.
Ermdglicht wird dies durch die Freisetzung von PD&IS Thrombozyten sowie
die Sekretion durch Makrophagen, Thrombin-stimtdieEndothelzellen, Zellen
der glatten Muskulatur beschadigter Blutgefal3ejvigkten Fibroblasten und
epidermalen Keratinozyten. Er kann ebenfalls in &undflissigkeit von
Weichteilgeweben und der  Tranenflissigkeit im  Rammevon
Wundheilungsprozessen der Kornea nachgewiesen werae Entfaltung ihrer
Wirkung mussen PDGFR exprimiert werden, diese Esgom wird in einer
Vielzahl von Zellen in verwundeten Bereichen hoguliert (HELDIN &
WESTERMARK, 1999). In der Humanmedizin macht machsiiese Effekte
bereits zunutze und setzt eine rekombinante Forsn RI2GF (Becaplermin)
erfolgreich in der Behandlung von Ulzerationen deteren Extremitaten bei
Diabetikern ein (EMBIL & NAGAI, 2002).

3.1.3. Die Rolle von Rezeptor und Ligand in der Onkogenese

Bereits Anfang der achtziger Jahre des vergangdabrhunderts fand man in
mehreren Studien heraus, dass die B-Kette des AD@ffer Struktur mit dem

sis-Protoonkogen identisch ist (ABADIE et al., 200@)praus man den Schluss
zog, dass eine Uberfunktion des PDGF oder seingef®as zur malignen
Transformation von Zellen fihren kann (DOOLITTLE edl., 1983,
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WATERFIELD et al.,, 1983). Gis fuhrt Uber autokrine Mechanismen zur
Transformation, wenn Zellen PDGFR exprimieren (LEAd¢t al., 1985;
BECKMANN et al., 1988). Es wird neuer PDGF gebildeter schon im
endoplasmatischen Retikulum an den unreifen Reedgolet und so zu seiner
Autophosphorylierung fihrt (KEATING & WILLIAMS, 188; FLEMING et al.,
1989). In ersten tierexperimentellen Untersuchunigerd man heraus, dass die
Infektion mit Retroviren, die die B-Kette des PDé@éithalten, Fibrosarkome und
Gliome in Mausen hervorrufen kann (PECH et al.,.22198HRBOM et al., 1998).
Aufgrund dieser experimentell nachgewiesenen inrovitund in vivo
Transformation und Tumorgenese wurde eine Vielzaml Neoplasien, unter
anderem Glioblastome, Weichteilsarkome, Dermatofrcoma protuberans,
Melanome sowie verschiedene Karzinome und Leukaauidie Expression von
PDGF und seinem Rezeptor untersucht und nachgawi@flerdings war bei der
Mehrheit dieser Tumoren der Status der PDGF- un@GHFR-Expression des
physiologischen Gewebes aus dem die Neoplasietarden sind, nicht bekannt,
so dass die Ergebnisse mit Vorsicht zu interpretiesind (HELDIN &
WESTERMARK, 1999).

Mittlerweile weil3 man, dass beispielsweise in Dedofilarosarkoma protuberans
und seiner juvenilen Form, dem Riesenzellfibroliastdie Fusion des Kollagen-
Gens COL1A1 mit der PDGF-B-Kette zu einer Hochragah der PDGF-B-
Expression und damit zur permanenten autokrinetivigkting des PDGFR fuhrt,
woraus mitotische Signale resultieren (SIMON ef 24B97; SHIMIZU et al.,
1999). Auch in verschiedenen Gehirntumoren, am igétein in Tumoren mit
Gliazellen als Ursprungsgewebe, aber auch in gxient neuroektodermalen
Neoplasien konnten eine Amplifikation und Mutationdes PDGFRx-Gens
nachgewiesen werden, die zu einer Uberexpressiesesli Rezeptors fiihren
(FLEMING et al.,, 1992; SMITS & FUNA, 1998; SMITHt eal., 2000;
MARTINHO et al., 2009; BLOM et al., 2010; CALZOLARE MALATESTA,
2010). AuBerdem spielen der PDGF-B und [@&tezeptor wohl auch eine Rolle
bei verschiedenen Leukdmieformen (FOSS et al., ;20Q1et al., 2005; YANG et
al., 2010). Des Weiteren wird PDGF eine tragendieRio der Entwicklung der
Myelofibrose bei chronischer myeloischer Leukamigeschrieben (KIMURA et
al., 1995). In einer neueren Studie untersuchtenEMLING und Kollegen

Lungenmetastasen einer Reihe von Tumoren, darudierenzellkarzinome,
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Sarkome, Kolonkarzinome und Melanome auf ihre Esgic;m von
Wachstumsfaktoren. Dabei exprimierten alle Met&std3DGFe. und 69 % auch
auf PDGFRB, weitaus weniger Tochtergeschwilste zeigten exmdssion von
VEGFR und EGFR (MUEHLING et al., 2010). Auch in sadtumoren hat
PDGF, Uber die autokrine Stimulation Einfluss aa$ dumorwachstum und seine
Expression korreliert negativ mit der UberlebensfdENRIKSEN et al., 1993;
MATEI et al., 2004; MATEI et al., 2006). Bereits 3 wiesen BETSHOLTZ et
al. PDGF und seinen Rezeptor in humanen Osteosadaditimien nach
(BETSHOLTZ et al., 1984). Auch in caninen Osteoearkn konnte die Co-
Expression des Wachstumsfaktors und seines Regepsmhgewiesen werden
(MANISCALCO et al., 2013). Neben seiner autokrirfeumktion ist der PDGF
auch an der parakrinen Stimulation von Stromazdbeteiligt, zum Beispiel in
Mammakarzinomen (ANAN et al., 1996; BHARDWAJ et ,all996;
YOKOYAMA et al., 2011), kolorektalen Neoplasien (S3DBERG et al., 1997)
und kleinzelligen Lungenkarzinomen (KAWAI et al9Q97; KANAZAWA et al.,
2010). Diese parakrine Stimulation wurde auch inlignen Melanomen
nachgewiesen, hier konnte gezeigt werden, dass feimeon Zelllinien mit
PDGF-Expression groRer wurden und auch schnelléfadunmen zunahmen als
die Kontrolltumoren (FURUHASHI et al., 2004). Au@em scheint PDGF auch
einen Einfluss auf die Tumormorphologie zu habeenndin der Studie von
FORSBERG und Mitarbeitern zeigten sich Tumoren PIGF-Expression reich
an Stroma, gut vaskularisiert und ohne AnzeichanNekrose. Die Tumoren der
Kontrollgruppe hingegen wiesen Nekrosezonen auftewanur schlecht mit
BlutgefalRen versorgt und es fand sich kein StroR@RSBERG et al., 1993).
Mittlerweile konnte man nachweisen, dass PDGF-BB HExpression von
Erythropoetin mRNA und -Proteinen fihrt, was danneiner Forderung des

Tumorwachstums resultiert (XUE et al., 2012).
3.2. Der Vascular endothelial growth-Faktor und sein Rezeptor

3.2.1. Aufbau und Expression

Die VEGF-Familie besteht aus 5 Mitgliedern, dem \F=&, -B, -C und -D,
sowie denplacental growth factor (PIGF). Ist von VEGF die Rede so handelt es
sich meist um VEGF-A, da dieser eine Schlisseliollder Vaskulogenese, der

Angiogenese und der Differenzierung endothelialeogBnitorzellen spielt
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(TAKAHASHI, 2011).

Die VEGFR unterteilen sich widerum in 3 SubtyperEGFR-1, VEGFR-2 und
VEGFR-3, die den PDGFR strukturell sehr ahnlicrdsjlAKAHASHI, 2011).
Wie eigentlich alle Tyrosinkinasen setzen sich adiehVEFGR aus 3 Bereichen
zusammen, der extrazellularedomaine, bestehend aus 7 immunglobulin-
ahnlichen Doménen, der transmembranddemaine sowie der intrazellularen
Tyrosinkinase, wobei jeder Rezeptor individuelle s&sderheiten in seiner
Struktur aufweist (SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006,AKAHASHI,
2011). Synonym kann VEGFR-1 auctmslike-Tyrsosinkinase-1 (Flt-1) |,
VEGFR-2 alsfatal liver kinase-1 (Flk-1) oderkinase domaine region (KDR)
bezeichnet werden und Flt-4 ist ein Synonym fiir VIRS3 (MULLER-DEILE et
al., 2009). VEGFR-1 und -2 werden von GefaRendodlien und
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert. VEGFR4H wusatzlich auch von
Monozyten und Makrophagen, dendritischen Zellente@Qdasten, Perizyten,
Podozyten und Trophoblasten der Plazenta exprirt&tPAINEN et al., 1993;
NOMURA et al., 1995; BARLEON et al., 1996; CLAUSSat., 1996; SAWANO
et al., 2001; DIKOV et al., 2005; MULLER-DEILE el.a2009). Derkinase
insert domaine-Rezeptor (KDR) oder VEFGR-2 scheint eine wichtygle in der
frihen Embryogenese zu spielen, da er in dieseséPh@n endothelialen
Vorlauferzellen exprimiert wird. Danach zeigen Etiddzellen nur noch eine
reduzierte Expression von VEGFR-2, die bei pathsldgen Zustanden, wie etwa
der Angiogenese von Tumoren wieder gesteigert widds Weiteren werden
VEGFR auch von nicht-endothelialen Zellen wie Obtasten, neuronalen Zellen,
kardialen Myozyten, Myofibroblasten, Zellen des [sc pancreaticus,
Retinavorlauferzellen und Megakaryozyten exprimigMATSUMOTO &
CLAESSON-WELSH, 2001; SABAN, 2015). Dahingegen WwW&GFR-3 fast
ausschliel3lich von lymphatischen Endothelzellenriexprt, doch auch in den
gefensterten Kapillaren und Venen endokriner Organé in Monozyten und
Makrophagen konnte seine Expression nachgewiesetewdVEIKKOLA et al.,
2001; ALITALO & CARMELIET, 2002; SAHARINEN et al.,2004). Die
verschiedenen VEGFR-Liganden binden mit untersdicieel Affinitdt an die
jeweiligen Rezeptoren-Subtypen. VEGF-A bindet anGHR-1 und VEGFR-2,
weist jedoch eine zehnfach hohere Affinitdt zu VIRSE auf. Allerdings wird

seine Tyrosinkinase trotzdem nur sehr schwach dWE&GF-A aktiviert
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(SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006; TAKAHASHI, 2011 VEGF-B und

PIGF aktivieren ausschliellich VEGFR-1. VEGF-C, ®sowVEGF-D

reprasentieren spezifische Liganden fiur VEGFR-3ndSiLetztere jedoch
proteolytisch verandert, so kdnnen sie zusatzliodbhaan VEGFR-2 binden
(JOUKOQV et al., 1996; TAKAHASHI, 2011).

3.2.2.  Physiologische Funktion

Wie in vitro festgestellt werden konnte, Ubertragen die 3 VEGWR viele
andere Wachstumsfaktorrezeptoren, Signale fur BEetlében, -proliferation und -
migration. 1995 zeigten FONG und Mitarbeiter, diEause ohne VEGFR-1 an
Tag 8 bis 9 der embryonalen Entwicklung aufgrunch vidberwucherung
endothelialer Zellen und Desorganisation der Blidgde sterben (FONG et al.,
1995). Womit der Verdacht nahe liegt, dass VEGF&REN wichtigen negativen
Regulator der embryonalen Vaskulogenese darskdltwird vermutet, dass der
Rezeptor VEGF-A bindet und dadurch eine Aktiviermog VEGFR-2 verhindert
(HIRATSUKA et al., 1998). Des Weiteren Ubertragt-Flschwache Signale zum
Wachstum und Uberleben von Perizyten und Endothetze sowie
Makrophagenmigration (BARLEON et al., 1996; CLAUS& al., 1996;
YAMAGISHI et al.,, 1999; LYDEN et al.,, 2001; SAWANt al.,, 2001).
Die Stimulation des Uberlebens und des Wachstunms Gefalkendothelzellen
sowie die Promotion der Angiogenese sind mit diehtigsten Funktionen des
VEGFR-2 (SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006). Mausegrten der Flk-1
fehlt, versterben noch in der embryonalen Phasé)rdan organisierte Blutgefal3e
fehlen und die Zahl der hamatopoetischen Vorlaefesz stark reduziert ist
(SHALABY et al.,, 1995). Dies zeigt, dass die addquaembryonale
GefalRentwicklung nur durch die exakte Balance aB§&MR-1 und VEGFR-2
gewahrleistet wird (SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 20p6Sowohl in der
Embryogenese als auch beim erwachsenen Individuiimt fdie VEGFR-2-
Aktivierung zur Stimulation der Migration und des adhstums von
Endothelzellen, férdert ihre tubulare Formation endoht die Gefaldpermeabilitat
(SHIBUYA & CLAESSON-WELSH, 2006; TAKAHASHI, 2011)Des Weiteren
ist VEGFR-2 an der Entwicklung der Retina betei(@GERHARDT et al., 2003).
Wahrend der Embryogenese ist auch VEGFR-3 an ddurgj von Blutgefalen
beteiligt. Dies wird dadurch deutlich, dass diekihaerung des VEGFR-3-Gens
zu abnormaler Umformung des primaren Gefal3plexus damit zum Tod des
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Embryos fuhrt (DUMONT et al., 1998). Spater besokt&ich die Expression des
Rezeptors fast ausschlieBlich auf lymphatisches othetl (OLIVER &
DETMAR, 2002). VEGFR-3 ist im Zusammenspiel mit VEG essentiell fur die
Sprossung von LymphgefalRen, ein Fehlen dieserakiien fihrt zum pranatalen
Tod durch Odematisierung der Gewebe (KARKKAINEN at, 2004). Eine
Hemmung von VEGF-C und VEGF-D fihrt zur Regressimneits gebildeter
LymphgefalRe in Mauseembryonen, wahrend Blutgef&éigeréandert bleiben. Die
Mause entwickeln typische Verdnderungen in Form geschwollenen Pfoten,
Odemen und dermaler Fibrose. Sie kdnnen jedochabeatale Phase uberleben,
obwohl in einigen Organen eine Versorgung mit lyatpdthe GefalZen
vollkommen fehlt (MAKINEN et al., 2001).

3.2.3. Rolle von Rezeptor und Liganden in der Onkogenese

Die Angiogenese ist ein Schllsselereignis in dazikagenese, was auch daran
zu erkennen ist, dass Hyperplasien in der Reget otgu formierte Blutgefal3e
ent- und bestehen kdnnen (FOLKMAN et al., 1989)a@e in soliden Tumoren
muss die Versorgung des neoplastischen Gewebed\ahistoffen durch ein
neugebildetes Blutgefal3system gewahrleistet werdE®OLKMAN, 1992,
HANAHAN & FOLKMAN, 1996). Neoplasien, die groRer Isa ein
Kubikmillimeter werden, sind auf neue Gefal3e angsem (ESKENS, 2004).
Dieser Wechsel von einer anfangs avaskularen Ursfemmehrung zu einem
schnell wachsenden, intensiv vaskularisierten Tustain entscheidender Schritt
in der Entstehung von Neoplasien (HANAHAN & WEINBRB, 2011).
VEGFR-1 beeinflusst die pathologische Vaskulansigr direkt durch die
Stimulation der Endothelzellfunktion und indirektirdh die Rekrutierung von
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (CARMELIET ket 2001; HATTORI et
al., 2002). Werden VEGFR-1-spezifische Liganden iRahmen der
Tumorangiogenese vermehrt exprimiert, so fungient Rezeptor als positiver
Regulator der BlutgefaRbildung (HIRATSUKA et alQ®). Durch die Induktion
der MMP9 in der Lunge steigert der VEGFR-1 die M&daierung von Tumoren
in dieses Organ (HIRATSUKA et al., 2002). Die Betmg von VEGF-C und
VEGF-D fir das Metastasierungsverhalten verschied@amoren wurde zuerst
an Tumorzelllinien und Mausmodellen deutlich. Hieeigte sich, dass
beispielsweise Mammatumoren, die VEGF-C exprimierie die regionaren

Lymphknoten und die Lunge metastasieren, solchee (MBEGF-C-Expression
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nicht (SKOBE et al., 2001b). Ahnliches wurde auciumoren def-Zellen des
Pankreas nachgewiesen (MANDRIOTA et al.,, 2001). BEQund Mitarbeiter
konnten aufzeigen, dass VEGF-C in Melanomen sow@hlLymphangiogenese
als auch die Angiogenese beeinflusst (SKOBE et28l01a). Eine Vielzahl an
humanmedizinischen Studien untersuchte ein br&fmsktrum an Karzinomen
und Melanonem unterschiedlicher Ursprungszellen iwé Expression von
VEGF-C und VEGF-D und deren Einfluss auf das bidodge Verhalten.
STACKER und Kollegen fassten die Ergebnisse inrigteidie 2004 zusammen.
Es stellte sich heraus, dass in fast 80 % der Bmtéungen die Expression eines
oder beider dieser Wachstumsfaktoren mit klinisatiiplogischen Parametern,
die die Prognose beeinflussen, korrelierte (STACKER al., 2004). lhrer
Ubersicht ist zu entnehmen, dass die Faktoren Lymatienmetastasen,
Tumorinvasivitat, histologischer Grad, krankheigr und Uberlebenszeit bei
Karzinomen der Schilddriise, des Magens, des Pa)kmder Prostata, der
Gallenblase, der Lunge, des Uterus und der Ovades, Osophagus und der
Mamma sowie bei kolorektalen Karzinomen und Melaaoraufig beeinflussen,
allerdings, je nach Tumorart, in unterschiedlichdalRe (STACKER et al.,
2004). Auch in Sarkomen sind VEGF und VEGFR entsigme fur die
Tumorprogression und die Prognose (KILVAER et &Q010). CHAO und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass die VEGF-Expression Weichteilsarkomen
mit dem histologischen Grad korreliert (CHAO et @001). Auch DUBOIS und
DEMETRI bewiesen in ihrer Studie, dass angiogeaetsFaktoren, wie VEGF
mit einer Vielzahl an klinischen Eigenschaften \®arkomen im Zusammenhang
stehen (DUBOIS & DEMETRI, 2007). Zu einem &hnlicHergebnis kamen auch
YOON und Kollegen, sie kamen zu dem Schluss, dags Menge an
angiogenetischen Faktoren in Weichteilsarkomen mé&m Ausmall der
Erkrankung und der Rezidivierung korreliert (YOOMNag, 2004).

Auch in caninen Tumoren wurde die VEGF-Expressieneits untersucht. So
wiesen RAWLINGS et al. VEGFR-2 in kutanen und amalelanomen von
Hunden nach (RAWLINGS et al., 2003). Im gleichehrJaeigten RESTUCCI
und Kollegen, dass die VEGF-Expression in Seminomm&nder intrinsischen
Malignitat und dem Wachstumspotenzial in Zusammeglsieht (RESTUCCI et
al., 2003). Die gleiche Arbeitsgruppe konnte auicie &xpression von VEGF in
caninen Mammatumoren nachweisen sowie, dass VEGIR-2 schlecht
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differenzierten Tumoren mehr exprimiert wird als ut differenzierten
(RESTUCCI et al., 2002; RESTUCCI et al., 2004). MANTA und Mitarbeiter
konnten allerdings keine Korrelation zwischen depreéssion von VEGF und
VEGFR-2 und samtlichen klinisch-pathologischen Reatern oder der Prognose
von felinen und caninen Mammatumoren feststellelL(MNTA et al., 2006).
Es besteht ebenfalls eine Korrelation zwischen VIbB&E&ehungsweise VEGFR-2
und dem histologischen Grad sowie dem Proliferatimex und der Dichte an
MikrogefalRen in Plattenepithelkarzinomen (AL-DISSlal., 2007). Auch diese
Arbeitsgruppe forschte weiter auf diesem Gebiet kmahte 2009 in 22 caninen
Fibrosarkomen eine VEGF- und VEGFR-2-Expressiorhwatsen (AL-DISSI et
al., 2009). WERGIN und KASER-HOTZ untersuchten Bliasmakonzentration
von VEGF bei Hunden mit unterschiedlichen Tumomsrunter 42 Weichteil-
oder Osteosarkome, 14 Karzinome und 6 orale Melandbabei stellte sich
heraus, dass bei Hunden mit aggressiveren Tumoueh &bhere VEGF-
Konzentrationen im Blut nachweisbar sind (WERGINKASER-HOTZ, 2004).
Auch bei caninen Mastzelltumoren konnte gezeigtdeey dass ein hoheres
VEGF-Level mit Grad 2- und 3-Tumoren assoziier((BATRUNO et al., 2009).
Eine ahnliche Korrelation besteht zwischen der Ekgression von VEGF und

der Malignitat von caninen Lymphomen (Z1ZZO et aD10).
3.3. Kit und sein Ligand Stammzellfaktor

3.3.1. Aufbau und Expression

1986 identifizierten BESMER und Kollegen das vomrdyaZuckerman-4-
felines-Sarkomvirus exprimierte virale Onkogen umannten den onkogenen
Transformationsfaktor v-Kit (BESMER et al., 1988)e Sequenz des zellulédren
homologen Pendants Kit wurde dann von YARDEN undaNdeitern hergeleitet
(YARDEN et al., 1987). Einige Jahre spater wurde digand des Rezeptors
geklont und als ein vom Sl-Locus des Mausechromesaodiertes Protein
charakterisiert (COPELAND et al., 1990; WILLIAMS &k, 1990; ZSEBO et al.,
1990). Es gab allerdings noch keine einheitlichezddghnung fir den
Bindungspartner des Rezeptors, so dass er alsig@antd (HUANG et al., 1990),
mast cell growth factor (COPELAND et al., 1990)stedl factor (WITTE, 1990)
oder auch Stammzellfaktor (SCF) (ZSEBO et al., }9€@klariert wurde.
Kit gehort ebenso wie die beiden bereits beschnebd®DGFR und VEGFR zu
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den Typ-llI-Rezeptor-TKI und weist daher viele &turelle Ahnlichkeiten mit
diesen auf (ROSKOSKI, 2005a). Auch Kit ist untdttén eine extrazellulare
Doméne, an die der Ligand bindet, ein transmembean&egment und die
zytoplasmatische Tyrosinkinase. Die extrazelluldemane besteht aus 5
Immunglobulin-&hnlichen Segmenten, wobei der SCHli@nzweite und dritte
bindet, die vierte ist essentiell fir die Dimerisatdes Rezeptors (TAYLOR &
METCALFE, 2000). Die intrazellulare Domane wird dareine hydrophile
Kinasesequenz in eine ATP-Bindungs- und eine Plaisphsferase-Region
unterteilt, weswegen Kit auch als Splitkinase betzeet werden kann (YARDEN
et al.,, 1987). Beim Menschen wurden bisher 4 Isoér des Stammzellfaktor-
Rezeptors identifiziert (ROSKOSKI, 2005a). Da et ainer Reihe von Enzymen
und Adapterproteinen interagiert, ist Kit an eineYielzahl von
Signaltransduktionswegen und somit an einer Reiicatiger Mechanismen wie
dem Uberleben, aber auch der Apoptose verschiedgsdlen Dbeteiligt
(ROSKOSKI, 2005b). Kit wird von hamatopoetischen artnzellen,
dendritischen, erythroiden, megakaryozytaren unetlongchen Vorlauferzellen
sowie pro-B-Zellen und pro-T-Zellen exprimiert (LYAW & JACOBSEN,
1998). Im Laufe der Ausdifferenzierung verlierene dineisten Zellen die
Moglichkeit der Kit-Expression, nur ausgereifte NMadlen, Melanozyten und die
intestinalen Kajal-Zellen exprimieren den Rezeptoeiterhin (ROSKOSKI,
2005a).

Der SCF erhielt seinen Namen aufgrund seiner Bgteity am Uberleben, der
Selbsterneuerung und der Differenzierung hamatgubetr Stammzellen
(ROSKOSKI, 2005a). Mittlerweile ist allerdings bekd#, dass Kit und das
funktionelle Protein bereits von pluripotenten Stazellen exprimiert werden
(PALMQVIST et al., 2005). SCF existiert sowohl im& membran-gebundenen
als auch einer l6slichen Form, beide bestehen mesneextrazellularen Anteil,
einem transmembranaren Segment, sowie einer ifittdzen Domane (ZHANG
et al., 2000). Die Freisetzung von Isoform 1, déslichen Faktor, wird vor
allem durch die MMP9 katalysiert. Der SCF agiers alicht-kovalentes
Homodimer (HEISSIG et al., 2002). Wéhrend der Eraggnese wird er in einer
gro3en Zahl von Zellen und Organen exprimiert. ieser Phase kann er in
Gehirn, Herz, Lungen, Nieren, Endothelium, Gamekéglanozyten und der Haut

nachgewiesen werden, des Weiteren auch in den 8&lzelien des
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Knochenmarks, der Leber und des Thymus (GALLI et B994). SCF wirkt
synergistisch zu hamatopoetischen Kolonie-stimetiden Faktoren wie dem
GM-CSF, IL-3 und Erythropoetin (LENNARTSSON et &Q05).

3.3.2.  Physiologische Funktion

Die Signaltransduktion via Kit und SCF ist entsde&id in der Erythropoese, der
Lymphopoese, der Entwicklung und Funktion von Meln, der
Megakaryopoese, der Gametogenese, sowie der Melnasg (RONNSTRAND,
2004). Hamatopoetische Stammzellen weisen ein&estauKit-Expression auf,
allerdings geht diese bei den meisten Zellen imfé#wer Entwicklung langsam
verloren. Lediglich Mastzellen, nattrliche Killettem und einige dendritische
Zellen behalten die Expression des Rezeptors bRISO et al., 2014). Etwa ein
bis 4 % der myeloischen Stammzellen exprimieren @esunden, adulten
Menschen c-Kit (LIANG et al., 2013). Welchen Eirstuder Wachstumsfaktor
und sein Rezeptor auf die unterschiedlichen phygisthen Funktionen
verschiedener Organe und Zellen haben, wird erdlide, wenn Mutationen am
Sl-Locus, der fur den SCF kodiert oder am W-Locdsr fur Kit kodiert,
vorliegen. Fehlt SCF oder Kit fuhrt dies bei Mausamim intrauterinen oder
perinatalen Tod aufgrund einer schwerwiegenden ozgkiiren Anamie. Eine
eingeschrankte Funktion des Kit-Rezeptors oder ndmdie SCF-Produktion,
jeweils hervorgerufen durch Punktmutationen, ruf@ine Vielzahl an
phanotypischen Anomalien wie einer vermindertenakthan Gewebsmastzellen,
eine Beeintrachtigung der Fertilitét und Hypopigtagion hervor (BROUDY,
1997). Dabei spiegelt der Schweregrad der pharsitgpn Veranderungen auch
das Ausmal} der Kit-Defekte wider (REITH et al., QpDes Weiteren zeigten
MOTRO und Kollegen an einem Mausmodell, dass Mo&tn in einem oder
beiden Loci zu einer verringerten Lernfahigkeit u@eédachtnisleistung sowie
einer gestorten Regeneration peripherer Nervert fM®TRO et al., 1996). Die
Untersuchungen von KIMURA und Mitarbeitern zeigtelass Mause mit Kit-
Mutationen Splenomegalien aufweisen, die durch emgewohnlich hohe Zahl
an B-Zellen und Megakaryozyten in der Milz verutdagverden. Aul3erdem
zeigten die Méause in dieser Studie zum Teil feld&ehDifferenzierungen von
pra-B-Zellen zu unreifen B-Zellen, so dass vermutetden kann, dass der Kit-
Signaltransduktionsweg auch hier eine wichtige &splielt. Des Weiteren wiesen

die Versuchstiere mit Kit-Mutationen Erweiterungées Gastrointestinaltraktes
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auf, wobei weder myoenterische Ganglienzellen ndieh Zellorganisation der
Organe histologisch verandert waren. Zusatzlichietedie Ergebnisse der Studie
darauf hin, dass Kit die Migration von Mastzellegemflusst, da in Tieren mit
Kit-Mutation die Anzahl der Mastzellen in der Desndes Schwanzes, der
Peritonealhdhle und dem Magen im Gegensatz zu rarephysiologischem Kit
stark vermindert oder die Zellen gar nicht vorhanaearen (KIMURA et al.,
2004). Wird die Kit/SCF-Signaltransduktion gehemrfithrt dies zu einem
signifikanten Absinken des Histaminspiegels, aucie dnfiltration durch
Mastzellen und eosinophile Granulozyten nimmt ald tiyperreagibilitat des
Respirationstrakts wird vermindert (REBER et aD0®). Kit gewahrleistet das
Uberleben und die Proliferation primordialer Keirexe und spielt auch postnatal
eine wichtige Rolle in der Spermatogenese, da asSgermatogonien exprimiert
wird (ROSSI, 2013).

3.3.3. Die Rolle von Kit und seinem Liganden in der Onkogeese

In der Humanmedizin wurden Kit-Mutationen bereits e@iner Vielzahl von
Neoplasien nachgewiesen. So kénnen bei bis zu %lI&6 Gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST), bei Uber 70 % aller Mastonp17 % der sinonasalen
T-Zell-Lymphome und 9 % der Seminome und Dysgermi@osowie vereinzelt
auch bei akuten myeloischen Leukamgamn-of-function-Mutationen festgestellt
werden (HEINRICH et al.,, 2002). NAGATA und Mitarbai zeigten bereits
1995, dass Punktmutationen in c-Kit fur eine bestien Form der humanen
Mastozytose spezifisch sind, die mit hamatologiacB¢brungen assoziiert ist.
Dabei entwickeln die Patienten zusatzlich zu deasdischen Mastzelllasionen
myelodysplastische Syndrome, myeloprolifertive &b@en, akute nicht-
lymphatische Leukamien oder chronische Neutrope(M&GATA et al., 1995).
Drei Jahre spater wiesen HIROTA und Kollegen Motan vor allem in der
transmembrandren Domdane des Kit-Rezeptors nach, zie Liganden-
unabhangigen Aktivierungen fihren (HIROTA et aP9&). Es kommt hierbei zu
Deletionen, Insertionen und Substitutionen (CORLESSal.,, 2004). Wobei
gerade Deletionen bei GIST mit einer kirzeren psgonsfreien Zeit,
Metastasierung sowie einer geringeren Uberlebenassoziiert sind (ERNST et
al., 1998; LASOTA et al., 1999; TANIGUCHI et al.999; SINGER et al., 2002;
LIU et al., 2005; ANDERSSON et al., 2006; CHO et @006). PINTO et al.

konnten keine Expression von c-Kit in non-Hodgkiynmiphomen, aber in Zellen
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der Hodgkin-Krankheit sowie, in noch starkerem Aafmin anaplastischen
grol3zelligen Lymphomen feststellen (PINTO et a@94). Auch in tber 80 %
primarer Mammakarzinome kann eine Kit-Expressiochgawiesen werden, dies
fuhrt wahrscheinlich zu autokriner Wachstumsstirtiata in diesen Tumoren
(HINES et al., 1995). Eine Co-Expression von KitduSBCF wurde auch bei
kleinzelligen Lungenkarzinomen nachgewiesen, wash auier eine autokrine
Stimulation des Tumorwachstums vermuten lasst (KRAS et al., 1996).
INOUE und Kollegen untersuchten gynakologische Traeitlinien und konnten
zeigen, dass SCF von mehreren Neoplasien der Zedéx Vulva und des
Endometriums exprimiert wird. Kit wurde allerdingar in 2 der 16 analysierten
Zelllinien nachgewiesen, in diesen wurde die SClexfoession bestatigt, was
auch hier auf eine autokrine Wachstumsregulatiowéuten konnte (INOUE et
al., 1994). Im Gegensatz dazu nimmt im Laufe demadmprogression von
humanen malignen Melanomen die Kit-Expression abbis zu 70 % aller
Melanommetastasen und Melanomzelllinien ist ke@erExpression des
Rezeptors mehr detektierbar (LASSAM & BICKFORD,929 ZAKUT et al.,
1993; NATALI et al.,, 1994). HUANG und Mitarbeiteroknten sogar anhand
eines Nacktmaus-Modells zeigen, dass -c-Kit-positaigokutane Melanome
signifikant langsamer wachsen und es seltener ngdénmetastasen kommt als in
c-Kit-negativen Tumoren. Aulerdem bewiesen sie,sd&CF bei c-Kit-

exprimierenden Melanomzellen zur Apoptose fiihrt &NG et al., 1996).

In der Veterindrmedizin ist der Mastzelltumor deohlvam besten auf Kit-
Mutationen hin untersuchte Tumor. Eine Reihe vornofen konnte zeigen, dass
circa 30 % aller caninen Mastzelltumoren Kit-Mubaen aufweisen, die zu
unkontrollierter Signaltransduktion fihren. Es halbdich dabei vorwiegend um
interne Tandemdublikationen in der juxtamembran@emane, doch auagin-
of-function-Mutationen im extrazellularen Anteil des Rezeptdaianen in einigen
Tumoren nachgewiesen werden. Sie sind in der Regeleinem hoheren
Tumorgrad und somit auch mit einer hoheren Rezaievund einer verminderten
Uberlebenszeit assoziiert (LONDON et al., 1999; ktfal., 1999; ZEMKE et al.,
2001; DOWNING et al., 2002; ZEMKE et al., 2002; LARD et al., 2008). Auch
in 67,7 %, beziehungsweise 62,5 % der felinen Mdisizmoren konnten bereits
c-Kit-Mutationen  nachgewiesen werden, die wahrsdledi  einen

unkontrollierten Wachstumsstimulus verursachen TIANI et al., 2006;
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SABATTINI et al., 2013). In der bereits friher ireder Arbeit erwahnten Studie
von SMITH und Kollegen zeigte auch ein Viertel demtersuchten felinen
Sarkome eine Immunreaktivitat fur Kit, allerdingsnkiten die Autoren keine
Korrelation zwischen der Expression des Rezeptodsdem histologischem Grad
oder dem Zelliberleben feststellen (SMITH et @0%2. In den Untersuchungen
von DALY und Kollegen wurde in beiden analysierid8S-Zelllinien eine c-Kit-

Expression nachgewiesen (DALY et al., 2009). Einaliierung von caninen
Hamangiosarkomen der Milz im Vergleich zu physiedogem Milzgewebe

zeigte bei 40 % der untersuchten Hamangiosarkome Ekpression von Kit,

wahrend der Rezeptor nicht im unveranderten Gewedmhgewiesen werden
konnte. Allerdings untersuchte die ArbeitsgruppeHEdnangiosarkome und nur 2
physiologische Organe (ADACHI et al., 2015). TAKARSO et al. analysierten
canine GIST hinsichtlich c-Kit-Mutationen und koenteruieren, dass wie beim
Menschen auch, die Mutationen vorwiegend im Exonadfireten, wobei kein

Zusammenhang zwischen Mutationsstatus und Expressigsster zu bestehen
scheint (TAKANOSU et al.,, 2016). Die Analyse camindammakarzinome

zeigte, dass eine starke Expression von c-Kit rmereschlechten Prognose
korreliert. Die Expression des Rezeptors wurde iegend im Zytoplasma
gesehen, wobei das adnexale gesunde Mammagewelieebdffalls, aber in

geringerem Mal3e als die Tumorzellen, exprimierttREALHO et al., 2015).

4. Tyrosinkinase-Inhibitoren

4.1. Allgemeines

Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) oder genausmall molecule tyrosine kinase
inhibitors sind eine in der Tiermedizin relative neue Medikabtengruppe und
gehdren, wie zum Beispiel Gentherapie und RNA-fetenz zurmolecular
target therapy. Ihre Wirkungsweise ist immer gleich. Sie hemmemgetitiv die
Bindung von ATP an die Rezeptorkinase, die sichudad nicht mehr selbst
phosphorylieren kann. Dadurch kann kedownstream-Signal generiert und
gesendet werden (ARGYLE et al., 2004). Die verstdien human- und
veterindrmedizinischen TKI haben alle ein bestinemdérkspektrum und setzen
sich somit nur in die ATP-Bindungstaschen bestimnieasen. Sie flhren
zusatzlich zu einer allosterischen Hemmung, alsoBleckade von Protein-zu-
Protein-Interaktionen (LONDON, 2014).
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Einer der ersten TKI war Imatinib (Gleevec®, Noigtt Nachdem
BUCHDUNGER und Kollegen bereits 1995 und 1996 festellt hatten, dass 2-
Phenylpyrimidine sowohlAbelson murine leukemia viral oncogene homolog
(Abl) als auch den platlet-derived growth factor (FH)-Rezeptor (PDGFR)
selektiv hemmen (BUCHDUNGER et al., 1995; BUCHDUN®GEt al., 1996),
wurden weitere Entwicklungsstudien angestellt. Biéghrten schliel3lich zur
Entstehung von STI571, das heute als Glivec® (Eaffapstralien), bzw.
Gleevec® (USA) von der Firma Novartis auf dem Markt (DRUKER &
LYDON, 2000). Imatinib wurde bereits bei Hunden nNtastzelltumoren
angewendet. Von den 21 in dieser Studie behandéltemden wurde bei 10
Tieren bereits in den ersten 14 Tagen der Therpie partielle oder komplette
Remission verzeichnet. Die verbleibenden 11 Hund&ten entweder ein
progressives Tumorwachstum oder eine Stagnation @edl3enzunahme.
Allerdings wurden nur 6 Hunde langer als 14 Tagedpiert, da die Besitzer der
anderen 15 die Therapie aufgrund der hohen Kodbemaehen. Bei diesen 6
Hunden wurden die Tumoren zwar graduell kleinerchd&einer erfuhr eine
komplette Remission (ISOTANI et al., 2008). In eineweiteren
Vertraglichkeitsstudie wurden 2005 9 Katzen mitemsthiedlichen Neoplasien
(FISS, Mastzelltumor, Plattenepithelkarzinom) mmbatinib behandelt. Dabei
konnte lediglich bei den FISS-Katzen eistable disease (SD) erreicht werden
(LACHOWICZ et al., 2005).

Mittlerweile gibt es in der Humanmedizin tUber 20 ITiit unterschiedlichen
Zielkinasen und somit auch unterschiedlichen Intkeen. Sie wurden jedoch
bisher noch nicht hinsichtlich ihrer Effektivitahd Tolerabilitat bei Hunden und
Katzen untersucht. Dies ist unter anderem auch rdadbegrindet, dass vor
einigen Jahren die beiden, speziell fur Hunde asgeinen, TKI Masitinib und
Toceranib auf den Markt kamen.

4.2. Toceranib
Die Kommission der Européischen Gemeinschaft eégteiém TKI Toceranib im
September 2009 die Zulassung. Seit Juli 2010 issadi in Deutschland

kommerziell unter dem Namen Palladia® erhéltlich.

Es wurde urspringlich als antiangiogenetischer Btofk entwickelt, aufgrund

seiner groRen Bandbreite an Zielkinasen hat escledauch eine direkte
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Antitumoraktivitdt (LONDON, 2014). Diesesmall molecule inhibitor weist eine
Indolstruktur auf und hemmt selektiv VEGFR, PDGHRI KKit (LONDON et al.,
2003), doch weitere, noch nicht veroffentlichte éistichungen von LONDON
und Kollegen lassen eine zuséatzliche Aktivitat gedper weiteremsplit-Kinasen
vermuten (LONDON, 2014). In einer erstemvitro-Studie zeigte sich bereits,
dass Toceranib oder SU11654 den Zellzyklus zuntstiild bringen und somit
zur Apoptose von Tumorzellen in Zelllinien mit marten Splitkinase-Rezeptor-
Tyrosinkinasen fuhren kann (LIAO et al., 2002). Auffem konnte anhand eines
Mausmodells sein antiproliferativer Effekt auf Etttglzellen bewiesen werden.
Den Mausen wurden unterschiedliche Tumorzelllinmaplantiert und die orale
Verabreichung des Wirkstoffs fuhrte bei vielen zinee Stagnation des
Tumorwachstums, zum Teil sogar zur Tumorregres@itBNDEL et al., 2003).
2003 veroffentlichten LONDON und Kollegen dann Higebnisse einer Phase-I-
Studie zur Dosisfindung, in der 57 Hunde mit urdkmsdlichen Neoplasien im
fortgeschrittenen Stadium mit SU11654 therapiertden. Sie errechneten eine
Gesamtansprechrate von 28 %, wobei 6 Hunde mitAdbtsimoren in komplette
Remission gingen und weitere 10 Hunde mit unteesiftthen Tumorarten,
darunter Mastzelltumoren, metastasierte Mammakanzé; metastasierte
Weichteilsarkome und einem multiplen Myelom, zengéene partielle Remission.
Bei weiteren Neoplasien konnte eine voribergeh&tdgnation des Wachstums
erreicht werden, namlich bei Melanomen, Osteosagkpom
Ubergangszellkarzinomen der Harnblase, einem pemdarungenkarzinomen
sowie einem  Plattenepithelkarzinom und einem  T-Egithphom.
Nebenwirkungen traten vor allem auf, wenn das Meaant taglich verabreicht
wurde. Die Hunde, die SU11654 nur jeden zweiten @idmgelten, hatten in der
Regel nur milde Nebenwirkungen, die mit untersttitiee Therapie behandelt
werden konnten. Es wird von Durchfall, Anorexie uidbrechen berichtet. Die
Autoren stellen die Hypothese auf, dass diese @aststinalen Symptome durch
die verminderte Durchblutung der Magen- und Darr&cthaut verursacht
werden. Ein weiterer Grund fir Diarrhoe konnte ddgsfunktion der Kit-
abhangigen, interstitiellen Kajal-Zellen sein, dier Hypermotilitdit des Darms
fuihren konnte. Bei mehreren Hunden wurden mildetid@enien festgestellt, die
bei vielen trotz fortgefuhrter Therapie von sellistschwanden, bei einzelnen
Hunden blieben sie jedoch Uber die gesamte Behagsiliauer bestehen.

Anamien und Thrombozytopenien, die bei 5, beziebwegse 3 Tieren auftraten,
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wurden bei der Mehrzahl der Hunde eher mit der Nesi@ selbst als mit der
SU11654-Therapie in Verbindung gebracht. Sechs Elwmdwickelten im Laufe
der Therapie eine milde bis moderate Hinterhandtehindie bei einigen Hunden
mit Muskelschmerzen assoziiert war, eine definitilrsache fir diese
Lahmheiten konnte nicht gefunden werden. Au3erdenmie bei 4 Hunden ein
Anstieg des Harnstoffes und des Kreatinins und2o&ieren ein Erhéhung der
Alaninaminotransferase gemessen werden (LONDON l.et2@03). In einer
Folgestudie konnten PREYER und Mitarbeiter beweisgaiss SU11654 die
Phosphorylierung von Kit in Mastzelltumoren Dosldangig hemmt (PRYER et
al., 2003). In einer ersten grof3en Placebo-komgrtdin Doppelblindstudie
untersuchten LONDON und Mitarbeiter dann 2009 diel&ivitat von Toceranib
zur Behandlung von rezidivierenden Mastzelltumoi&iobei die Remissionsrate
mit 37,2 % in der Therapiegruppe statistisch silgaift hoher war als in der
Kontrollgruppe mit 7,8 %. Am haufigsten wurden higastrointestinale
Nebenwirkungen beobachtet. Durchfall, Erbrechen Andrexie traten bei mehr
als der Halfte der Patienten auf und waren bei grighbis 14 % schwerwiegend
bis lebensbedrohlich (Grad 3 und 4 nach National Cancer Institute Common
Toxicity Criteria v.2.0, die an den Hund angepasst wurden). Bei einzelnen
Hunden kam es auch zu Grad 3 und 4 Anamien, Thraybpenien,
Neutropenien, Hypalbumindmien sowie Erh6hungenAdaninaminotransferase
(ALT) und/oder des Kreatinins. Auch Gewichtsverlusd Dehydratation waren
bei 2,8 %, beziehungsweise 2,1 % der Hunde hochigraterdings traten diese
Grad 3- und 4-Nebenwirkungen bei 20,7 % der Tockgruppe, aber auch bei
15,6 % der Kontrolltiere auf, so dass hier keiristigach signifikanter Unterschied
bestand. Die Autoren postulieren, dass die vorwidgeyastrointestinalen
Nebenwirkungen nicht unbedingt mit dem Studienmaaii&nt assoziiert waren,
sondern auch durch die Ausschittung von Histamis den neoplastischen
Mastzellen und die daraus resultierende vermehuséhittung von Magensaure
bedingt sein konnten. Weitere Nebenwirkungen, dig mild bis moderat
ausgepragt auftraten, waren Pruritus, Pigmentsg@murder Haut, Dermatitiden,
muskuloskelettale Veranderungen und Lahmheiten (RON et al., 2009). Im
gleichen Jahr fuhrten YANCEY und Kollegen eine $uadu Verteilung,
Metabolismus und Ausscheidung von Toceranib dusid.eruierten, dass es bei
Hunden eine gute orale Bioverflgbarkeit aufweisi &ner Dosierung von 3,25

Milligramm pro Kilogramm jeden zweiten Tag werdemuseeichend hohe
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Plasmakonzentrationen erreicht, die fur die Effetdt notig sind, allerdings
sinken sie innerhalb der 2 Tage auf subtherapéid€onzentrationen ab
(YANCEY et al., 2010b), was jedoch fur die Vertiggkeit essentiell zu sein
scheint, wie sich in den Vorgéngerstudien gezeagteh(LONDON et al., 2003;
PRYER et al., 2003; LONDON et al., 2009). Toceranifrd vorwiegend
hepatisch verstoffwechselt und 92 % werden UberKi#nausgeschieden, nur 7
% der Clearance sind renal (YANCEY et al., 201(bje gleichen Autoren
fuhrten auch noch eine zusatzliche pharmakokirtetiddntersuchung durch. Sie
ermittelten, dass Toceranib mit oder ohne Futtealweicht werden kann, da es
keinen Einfluss auf die Plasmakonzentrationendiatler Hund niichtern ist oder
sein Medikament mit einer Mahlzeit einnimmt. Auf@rdfanden sie heraus, dass
weder Absorption noch Elimination von Toceranibsesder altersabhangig sind
und auch das Tumorstadium und Begleitbehandlungdserh keinen Einfluss
darauf. In dieser Studie zeigte Toceranib mit 7 Sbenfalls eine gute orale
Bioverfugbarkeit und auch nach einer Therapiephase90 Tagen kommt es zu
keiner signifikanten Kumulation im Korper, so da&sssich als Langzeittherapie
eignen konnte (YANCEY et al., 2010a).

CARLSTEN und Kollegen untersuchten in einer Multitee-Studie die Effizienz
einer Kombinationstherapie aus Toceranib gemeingain Prednisolon und
hypofraktionierter Radiotherapie bei caninen Md#tmmoren. Dabei erreichten
sie bei 58,8 % eine komplette, bei 17,6 % der Hueid partielle Remission. Zu
einer Progression des Tumorwachstums kam es nadmm@&16 Tagen. Die
Behandlung wurde im Allgemeinen gut vertragen, wdie einigen Patienten
eine Therapiepause oder eine Dosisreduktion vorgemen werden musste
(CARLSTEN et al., 2012). Ebenfalls viel verspreatestheint die gemeinsame
Gabe von Toceranib mit Calcitriol zu sein, den sgrstischen Effekt dieser
Kombinationstherapie wiesen MALONE et al. nach (MMAE et al., 2010).
Auch eine gleichzeitige Behandlung mit VinblastimduToceranib wurde bereits
auf ihre Vertraglichkeit geprift. Die maximal tdkt Dosis des Vinblastins lag
dabei bei weniger als der Halfte der Ubliche Dasigr weshalb die Autoren zu
dem Schluss kamen, dass sich diese Kombinationselainlich weniger fur die
klinische Anwendung eignet. Allerdings konnte tratieser stark verringerten
Dosis bei 71 % der Hunde ein Ansprechen verzeicheeden. Jedoch kam es zur

Verschlimmerung der Myelosuppression, was vermuéesst, dass die beiden
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Medikamente eine additive oder synergistische Wigkaufweisen (ROBAT et
al., 2011).

Auch bei Schilddriisenkarzinomen und metastasie@steosarkomen wurde
Toceranib in ersten Studien angewendet. Dabei wubde 4 von 11
Schilddrisenkarzinomen eine partielle Remissiorient und bei 7 weiteren
blieben die Tumoren in der Grof3e stabil. Von 22asietsierten Osteosarkomen
konnte bei einem eine partielle Remission gemessaden und bei 9 weiteren
kam es zum voribergehenden Wachstumsstillstand RQ@QW et al., 2010).
Ahnliche Ergebnisse brachte die Versuchstherapie Tnceranib bei caninen
Analbeutel- und Analdrisenkarzinomen. Von 35 bekded Hunden zeigten 9
ein partielles Ansprechen und bei 22 stagnierteTdasorwachstum flr median
25 Wochen (CLIFFORD et al.,, 2010). Auch do#f-label-Anwendung von
Toceranib bei 8 caninelmead and neck-Karzinomen und 7 nasalen Karzinomen
erbrachte viel versprechende Ergebnisse. Bei Ersteurden eine komplette und
5 partielle Remissionen beobachtet. Eines der easkbrzinome zeigte eine
komplette Remission infolge der TKI-Therapie, beiwgiteren konnte eine
Wachstumsstagnation erreicht werden (LONDON, 201H)erbei stellten
LONDON fest, dass auch mit einer geringeren Dosgruon 2,8 statt 3,25
Milligramm pro Kilogramm und der Gabe des Medikamsetireimal pro Woche
(Montag, Mittwoch, Freitag) statt jedem zweiten Tggte Ergebnisse erzielt
werden konnen (LONDON, 2014). CHON und Kollegentplsrten anhand von
Ergebnissen einer Phase I-Studie zur Sicherhegr élombinationstherapie aus
Toceranib und Piroxicam, dass der TKI und der Gyxigenase-2-Hemmer als
gemeinsame Therapie in der Regel gut vertragen emer®och wie bei der
Behandlung mit Toceranib allein war bei einzelnaméen eine Therapiepause
sowie eine Dosisanpassung notig um eine besserteagkechkeit zu erreichen
(CHON et al.,, 2011). In einer weiteren Studie zurefpie von primaren
Plattenepithelkarzinomen der Stirnhdhle wurden 8li¢Hunde zu Beginn mit
Carboplatin und Piroxicam therapiert. Einer deridPaen wurde dann auf ein
Therapieregime mit Piroxicam und Toceranib umgtsteld es kam zu einer
signifikanten Reduktion der Tumorbirde. Nach 194yéa wurde der Hund
aufgrund eines Rezidivs euthanasiert (DE VOS et@all1). WILES at al. setzten
Toceranib bei Katzen mit oralen Plattenepithelkeomien ein, wobei fast die

Halfte der Tiere kein Ansprechen auf die Therapmd wein progressives
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Tumorwachstum zeigte, lediglich 3 von 23 Katzem, meben dem TKI auch mit
einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum behandeiurden erfuhren eine
komplette, beziehungsweise partielle Remission @@let al., 2016). LONDON
vermutet, dass Toceranib sich auch fur eine metnische Therapie eignen
konnte, da es in der Studie von MITCHELL, THAMM uBILLER zu einer
signifikanten Reduktion der Anzahl regulatorisch&rZellen (Tregs) im
peripheren Blut fuhrte (MITCHELL et al.,, 2012). Aptind dieser Theorie
untersuchten LONDON et al. 2015, ob die Erganzueg wchetronomischen
Therapie mit Piroxicam und Cyclophosphamid durclk€Fanib bei Patienten mit
Osteosarkomen (Zustand nach Amputation und Cartioyfldaemotherapie) zu
einer Verbesserung dé&utcome fuhrt. Allerdings konnte weder hinsichtlich des
krankheitsfreien Intervalls noch der 1-Jahres-Uimrhsrate ein statistisch
signifikanter Unterschied aufgezeigt werden (LONDEMNI., 2015).

4.3. Masitinib

Der TKI Masitinib wurde im November 2008 von der r&pgischen
Arzneimittelagentur EMA duropean medicine agency) zur Behandlung von
caninen inoperablen Mastzelltumoren zweiten unttesiriGrades zugelassen. Er
wurde von der franzdsischen Firma ABScience en@iaknd ist seit Juni 2009
als Masivet® in allen EU-Landern kommerziell erhéift. In den USA ist
Masitinib seit Mitte Dezember 2010 zugelassen undl winter dem Namen

Kinavet® verkauft.

Masitinib oder AB1010 ist ein PhenylaminothiazoHTKIn einer ersten
praklinischen Studie evaluierten DUBREUIL und Midaiter seine in vitro und in
vivo Aktivitat und stellten den Vergleich zu Imabtnan. Dabei fanden sie heraus,
dass Masitinib ein starker Inhibitor der Tyrosirdsen Kit und PDGFR ist, aber
auch bei der Lyn-Kinase, einer wichtigen Komponentder Signaltransduktion,
die zur IgE-induzierten Mastzelldegranulation f{ihgeigt sich eine gute
Hemmung (GILFILLAN & TKACZYK, 2006). Am FGFR istid Inhibition
weniger stark ausgepragt. Eine nur schwache bigkegae Wirkung hat AB1010
auf die Abl, sowie den VEGFR. AulRerdem wurde festig)t, dass Masitinib bei
Mausen, deren implantierte Tumoren mutiertes Kitpremwierten, das
Tumorwachstum Dosis-abhangig hemmt und die Ubenksstet positiv
beeinflussen kann. Es stellte sich heraus, dassitiMaseine gute orale
Bioverfugbarkeit besitzt und keine Nebenwirkungerden behandelten Mausen
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hervorruft (DUBREUIL et al., 2009). Basierend auéskn Ergebnissen fuhrten
HAHN und Kollegen eine randomisierte, kontrollieR&ase IlI-Studie durch, in
die sie 202 Hunde mit nicht resezierbaren Mastrelliren einschlossen. Sie
wiesen eine signifikante Verlangerung der rezididn Zeit nach und auch die
Gesamtluberlebenszeit der mit Masitinib behandeBewmppe war langer als die
der Placebo-Gruppe, wenn auch nicht statistischnifdg¢gnt. Diarrhoe und
Vomitus waren die Nebenwirkungen, die am haufigsteftraten. Sie zeigten sich
auch signifikant haufiger in der Therapiegruppeialsler Gruppe, die mit dem
Placebo behandelt wurde. Allerdings waren sie in Riegel mild bis moderat
ausgepragt und dauerten median 15 Tage an. Dochkaes auch zu
gastrointestinalen Nebenwirkungen, die so schwegmwvid waren, dass die
Behandlung mit dem TKI abgebrochen wurde. AulRerdatwickelten 12 Hunde
Nierenerkrankungen aufgrund derer die Therapie detewerden musste. Drei
dieser 12 Hunde mussten aufgrund der Nephropathtbaeasiert werden.
Neutropenien wurden bei 10 Hunden gemessen, wé@nb&i keinem Patienten
mit klinischen Symptomen verbunden, obwohl bei girder Hunde die Zahl der
Granulozyten sogar auf unter 500 pro Mikroliter gden war. Eine
hamolytische Anédmie wurde bei 2,5 % der mit Magitibehandelten Hunde
festgestellt. Bei 3 der 4 Hunde stieg der Hamatoknerhalb von 14 Tagen mit
entsprechender Behandlung wieder in den Refereabean (HAHN et al.,
2008). Nach 2 Jahren untersuchten die Autoren danbberlebensraten von 132
Hunden aus der vorangegangenen Studie. Nach 12t&tomaren noch 90,9 %
der mit Masitinib behandelten Tiere am Leben, ndéhMonaten noch 78 %
(HAHN et al.,, 2010). Eine retrospektive Analyse vd&6 Hunden mit
metastasierten und nicht resezierbaren Mastzelltimo ergab eine
Gesamtansprechrate von 50 %, wobei die Tiere, ufieli@ Therapie ansprachen
eine signifikant langere Uberlebenszeit aufwiesgkrsatzlich fanden die Autoren
heraus, dass die biologische Aktivitat des Medikaisién Primartumoren hdher
zu sein scheint als in Rezidiven. Nebenwirkungeatetr bei mehr als 60 % der
Tiere auf (SMRKOVSKI et al.,, 2015). MILLER et al.oknten wiederum
aufzeigen, dass Hunde deren Patnaik Grad II-Mait@eren chirurgisch
entfernt wurden und die anschlie3end eine Komlmnatherapie aus Vinblastin
und Prednisolon erhielten mit 1964 Tagen mediandrerldbenszeit eine
signifikant hohere Lebenserwartung hatten als solafie post operationem
Masitinib erhalten hatten (MILLER et al., 2014).
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Aufgrund von Ergebnissen humanmedizinischer StudidbdMBERT et al.,

2010; MITRY et al., 2010) postulierten THAMM und Kegen, dass Masitinib
auch ein potentieller Chemosensitizer sein konmtd tihrten entsprechende
Untersuchungen an Zelllinen verschiedener canineophisien durch. Dabei
stellte sich heraus, dass sich eine KombinatiorDax®rubicin und Masitinib zur
Therapie von B-Zell-Lymphomen, H&mangiosarkomen, ladenen und

Harnblasenkarzinomen eignen konnte. AulRerdem ezhétier TKI die

Chemosensitivitat von histiozytdren Sarkomzellegeggiber Vinblastin um das
vierundsiebzigfache und verbesserte die Wirkung vB@emcitabine bei

Osteosarkomen und Mammakarzinomen (THAMM et al1120LYLES und

Kollegen konnten in einer in vitro-Studie zeigenassl Masitinib die

Zellproliferation in  Hamangiosarkom-Zelllinien Dasabhéngig inhibiert
(LYLES et al., 2012). 2013 erschien dann eine ®tudie bewies, dass Masitinib
die Funktion des P-Glycoproteins inhibiert und dagegentber Doxorubicin
resistente canine lymphatische Leukamie-Zellen enedsensibel fur

Chemotherapeutika machen kann. Allerdings stellenAlitoren in Frage, ob
unter in vivo Verhéltnissen ausreichende Konzeioinah fur diesen Effekt
erreicht werden kénnen (ZANDVLIET et al., 2013).

Doch Masitinib findet nicht nur in der Onkologie vandung. In einer
randomisierten, Placebo-kontrollierten Doppelblindge ermittelten CADOT

und Mitarbeiter die Effizienz des Medikaments bwpéscher Dermatitis beim
Hund. Dabei besserten sich die klinischen Symptbaiesignifikant mehr Tieren
der Therapiegruppe als der Kontrollgruppe. Auchviengleich der Hunde, deren
atopische Dermatitis bisher weder auf Cyclosporothn auf Kortikosteroide
angesprochen hatte, zeigten signifikant mehr Toe Masivetgruppe als der
Kontrollgruppe einen positiven Krankheitsverlaufeldénwirkungen traten in
beiden Gruppen in nahezu gleicher Haufigkeit allérdings wurden nur in der
Therapiegruppe schwerwiegende Nebenwirkungen amet. Ein Hund starb
vermutlich an Masitinib-induziertem Leberversagem anderer musste infolge
von Nierenversagen euthanasiert werden. WeitereetNeibkungen waren nur
mild oder moderat ausgepragt. Die 4 haufigstenltatelHypalbuminamie,

Proteinverlust, Anstieg der Aminotransferasen soweukopenien dar. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass Masitinib eierdphiealternative in der
Behandlung der caninen atopischen Dermatitis dar¢@ADOT et al., 2011).
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Einer der Hunde dieser Doppelblindstudie wurde &M und Kollegen in
einem Fallbericht naher beschrieben. Er entwickeBe Wochen nach
Therapiebeginn eine Proteinurie, weitere 2 Wochgites wurde er aufgrund des
Verdachts einer subakuten Glomerulopathie statiandgenommen. Es wurden
Biopsien aus beiden Nieren entnommen und ®im@mal Change Nephropathy
diagnostiziert. Nach Absetzen der Masitinibtherdmante kein Protein mehr im
Urin nachgewiesen werden und auch alle anderers&lian und hamatologischen

Veranderungen verschwanden (SUM et al., 2010).

Nachdem BELLAMY und Kollegen 2008 in einer erstertude der
Pharmakokinetik von Masitinib bei Katzen heraustéamddass auch in dieser
Spezies die orale Administration eine gute Biovgifirkeit aufweist und besser
vertragen wird als eine intravendse Gabe (BELLAMYak, 2009), evaluierten
DALY und Mitarbeiter 2011 seine Sicherheit an 2Ggelen Katzen. Dabei
wurde 10 Katzen das Medikament taglich verabreidnt, anderen 10 Tiere
bekamen es nur jeden zweiten Tag. Am haufigstendevurgastrointestinale
Nebenwirkungen beobachtet, bei insgesamt 13 Kakan es zu Vomitus
und/oder Diarrhoe, allerdings bedurfte keine detz&a einer Therapie und die
Symptome besserten sich von selbst. Neutropenierdenu bei 3 Katzen
gemessen, wobei sie bei 2 Katzen eine Dosisredulgiforderlich machten.
Weitere 2 Katzen entwickelten eine Proteinurie @mem Urin-Protein-Kreatinin-
Verhaltnis Uber 5. Die Katzen verloren im Laufe @&udie an Gewicht, ihre
Kreatininwerte stiegen signifikant an und die Sealbuminkonzentration sank
signifikant ab. Doch insgesamt wurde Masitinib, dagr 4 Wochen verabreicht
wurde, gut vertragen (DALY et al., 2011). Es hathsaul3erdem herausgestellt,
dass Masitinib Dosis-abhangig einerseits die Zelif@ration in FISS-Zelllinien
verringert und andererseits die Apoptoserate déleZeerhoht (TUREK et al.,
2010). Wie bereits in einem friheren Kapitel erwtadibt es eine Studie, die die
Wirkung des TKI in FISS-Primartumoren und -Metastasuntersuchte. Hier
zeigte sich, dass Masitinib die Autophosphoryliggwon PDGFR und, bei
hoheren Wirkstoffkonzentrationen auch das Zellwaghs von FISS-Zellen
hemmt (LAWRENCE et al., 2012).
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Abstract

Because of their locally invasive growth and high recurrence rate despite of aggressive local therapy,

treatment of feline sarcomas is challenging. The tyrosine kinase inhibitor (TKI) toceranib is currently

licensed for the treatment of canine mast cell tumours. There are only few reports about TKI usage in

cats. Previous studies indicated promising potential of TKI for the treatment of feline injection site

sarcoma (FISS). In this prospective clinical trial, 18 cats with unresectable FISS were treated at a target
dosage of 3.25mg kg~' every other day to evaluate the clinical efficacy and toxicity of toceranib.
There was no clinical response measurable. Adverse events were generally mild and temporary.

Grade 3 or 4 adverse events developed infrequently and all resolved with drug holidays and dose

reductions.

Introduction

Feline injection site sarcoma (FISS) is a very
frustrating disease because of its aggressive bio-
logical behaviour and high recurrence rate. The
majority of these soft tissue sarcomas arise at
common injection sites of irritating substances,
such as vaccines or other compounds, causing local
inflammation.! ~® The chronic immune response
results in inflammatory granulomas which may
promote a neoplastic transformation of fibroblasts
and myofibroblasts in genetically predisposed cats.”
The most effective treatment still remains radical
surgical excision as a part of multidisciplinary
approach.® =10 There are only a few studies about
the treatment of unresectable fibrosarcoma. Bar-
ber etal. reported a moderate success with the
administration of combined cyclophosphamid and
doxorubicin.!" A multicenter study of Poirier et al.
comparing liposome-encapsulated doxorubicin
and free doxorubicin showed an overall response
rate of 39% in cats with macroscopic disease which
lasted for median 84 days.'> Rassnick ef al. treated

© 2016 John Wiley & Sons Ltd

cats with unresectable, recurrent or metastatic
vaccine-associated sarcoma (VAS) with ifosphamid
and showed an overall response rate of 41% (11/27)
for median 70 days."® In a recent study, Saba et al.
evaluated the efficacy of lomustine in VAS and
reported an overall response rate of 25% with a
duration of 82.5days.'* A better outcome was
achieved with the use of concomitant liposomal
doxorubicin and daily palliative radiation therapy
in advanced feline soft tissue sarcoma, where half
of the cats had partial remission (PR), 2 of 10 went
into complete remission and another 2 cats showed
stable disease (SD). The median response duration
was 237 days.'® But this treatment is cost-intensive
and more inconvenient for owners and their cats.
Platelet-derived growth factor (PDGF) plays
an important role in the growth of a number of
different cells, like fibroblasts, vascular smooth
muscle cells, brain glial cells and kidney mesan-
gial cells.'®"" Five isoforms (PDGF-AA, -BB,
-AB, -CC, -DD) and their receptors [PDGF
receptor (PDGFR)-ae, -af, -pf] are known.
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Overexpression of PDGF-BB leads to endothelial
proliferation, malignant transformation, invasion,
angiogenesis, metastasis and inhibition of apopto-
sis of mesenchymal cells.'” Receptor dimerization
induced by ligand binding of PDGF to extracellular
immunoglobulin-like domains of PDGFR activates
the intracellular tyrosine kinase which results in
autophosphorylation of its tyrosine residues. The
following downstream signal transduction leads
to cell proliferation and inhibition of apoptosis.!”
Katayama et al. determined that PDGFR-f and its
consequent signal transduction contribute to cell
growth and protection from apoptosis in feline
VAS cell lines and one non-vaccine-associated
ESA cell line.?? In human medicine, it was shown
that vascular endothelial growth factor (VEGF)
expression in soft tissue sarcomas is correlated with
stage, prognosis and histological grade??? One
study showed that fibrosarcoma in dogs expressed
VEGF receptor (VEGFR)-2 in 100% and its lig-
and in 91.67% of cases.”® Their assumption was
that VEGF may have an autocrine function in the
genesis in these neoplasias. Smith ef al. analysed
feline soft tissue sarcomas for the expression of Kit,
the receptor for stem cell factor (SCF), which is
normally expressed on hematopoietic stem cells,
mast cells, melanocytes and in the central ner-
vous system.>?* Just 4 of the 46 tumours showed
immunoreactivity for Kit in over 80% of the neo-
plastic cells, an additional 17% were weak positive
(less than 10% of the cells positive). They concluded
that factors other than Kit expression may have
crucial influence on neoplastic transformation
and proliferation in feline soft tissue sarcoma.?
Dysregulation of Kit, caused by mutations that
induce activation of Kit in the absence of SCFE, has
been identified in several human cancers including
gastrointestinal stromal tumours, mastocytosis and
acute myelogenous leukaemia.?¢ 2% Kit mutations
have also been detected in canine mast cell tumours
which are causing uncontrolled signalling.~3!
Toceranib phosphate, also known as SU11654
or Palladia® (Zoetis, Florham Park, NJ, USA), is a
selective inhibitor of the tyrosine kinase activity of
several members of the split kinase receptor tyro-
sine kinase family such as PDGFR, VEGFR and
Kit.*? In a phase I dose-escalating study, London
et al. postulated that a dose of 2.5-3.25mgkg™!

every other day is effective and well tolerated in
dogs.* Tt has a good oral bioavailability and can
be administered with or without food without
any impact on plasma drug concentrations in that
species.®

There are only a few and predominantly in vitro
reports about the usage of tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) in feline neoplasia.?***~% The aim of this
prospective study was to evaluate toceranib phos-
phate in the treatment of unresectable feline
fibrosarcoma and its tolerability in cats.

Materials and methods

Animals

Cats with diagnosed FISS were prospectively
enrolled in this trial between February 2010 and
July 2012. All cats were treated at the clinic of Small
Animal Medicine of the Ludwig Maximilian Uni-
versity Munich, Germany. Cats with measurable
tumour and free of other severe medical conditions
were included. Cats pretreated with cytostatic
therapy were excluded.

At their first visit, all cats underwent a com-
plete physical examination documenting size and
location of their FISS. Staging included abdom-
inal ultrasound, three-view thoracic radiographs,
complete blood count (CBC), serum biochemistry
and urinalysis (UA) including urine protein crea-
tinine ration (UP/C). Tumour diagnosis was his-
tologically confirmed in 16 cats; in 2 cats, diagno-
sis was made based on clinical presentation and
cytological findings. All cats were tested for feline
leukaemia virus (FeLV) and feline immunodefi-
ciency virus (FIV) using SNAP FeLV/FIV Combo
Test, Idexx Laboratories (IDEXX Laboratories, Inc.,
One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, USA).

The cats were presented at days 8, 15 and 22
and then every 3 weeks. At days 8 and 15, phys-
ical examination, CBC and serum biochemistry
were performed. At days 22, 43, 64 and 85, the
urinalysis including UP/C was repeated in addi-
tion to the physical examination, CBC and serum
biochemistry.

Treatment

Toceranib [using Palladia (toceranib phos-

phate)] was administered by the cats’ owners
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at a target dosage of 3.25mgkg™' every other
day. Adverse events were recorded and graded
according to the Veterinary Co-operative Oncol-
ogy Group - common terminology criteria for
adverse events (VCOG-CTCAE) at each visit.*® In
case of grade 3 or 4 adverse events, treatment was
withdrawn for at least 1 week or until symptoms
resolved and blood values decreased adequately.
Physical examination as well as blood analysis
and UA (depending on which side effects caused
the drug holidays) were repeated weekly until
treatment could be resumed. The dose of toceranib
was contingent on the pill size reduced by 33%
when grade 4 adverse events occurred. In small cats
already receiving 10 mg pills from the beginning,
treatment intervals had to be prolonged to every
third day or therapy had to be discontinued.

Response

Power analysis showed that at least 11 cats needed
to be enrolled in this study to detect a PR in at
least 50% of the patients with a power of 90%
(P=0.05). Clinical response was assessed every
3 weeks according to response evaluation criteria
in solid tumours, modified for the evaluation of
FISS. At most, three tumours were defined as target
lesions.*” The longest diameter of each target lesion
was measured using a calliper, and the sum of these
measurements was used for assessment of response.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) for Kit, PDGE
PDGFR, VEGE, VEGFR and SCF was performed
on serial sections of routinely formalin-fixed,
paraffin-embedded tumours from tissue speci-
mens taken prior to therapy. Deparaffinization
and antigen retrieval were accomplished in the
Dako PT Link (Dako, Carpenteria, CA, USA)
using a high pH (SCF and PDGF) or low pH
antigen retrieval solution (both Dako) for 20 min
at 99°C. Immunostaining was performed on the
Dako Autostainer Link 48 automated staining
system (Dako) using a mouse monoclonal anti-
human VEGFR at a dilution of 1:400, a rabbit
polyclonal antihuman PDGFR, a rabbit polyclonal
antihuman VEGE and a mouse monoclonal anti-
human SCF (all Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
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TX, USA), a rabbit polyclonal antihuman KIT
antibody (Dako), a goat polyclonal antihuman
PDGF (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) at
a dilution of 1:100 followed by the Flex detection
system with the appropriate secondary antibod-
ies (Dako). The immunoreaction was visualized
with 3,3-diaminobenzidine substrate (Dako) and
sections were counterstained with haematoxylin.
Positive immunohistochemical controls included
feline mast cell tumours and soft tissue sarcomas
that had previously been shown to express the
targets to which the appropriate antisera were
added. For negative controls, the primary antibod-
ies were replaced with homologous non-immune
sera. Samples were scored based on the labelling
intensity of neoplastic cells and percentage of
positive neoplastic cells. Tumours were scored as
negative when the following criteria applied: no
labelling in the examined sections, labelling was
only observed in deeper, non-neoplastic tissue
sections or less than or equal to 20% of neoplastic
cells were positive. Tumours with more than 20%
strongly positive cells were scored as positive. A
score of weak positive labelling was assigned to
tumours that had at least 20% of neoplastic cells
with weak positive labelling, but less than 20% of
neoplastic cells expressing strong labelling.

Results
Animals

Eighteen client-owned cats were included in this
study, 16 cats had histologically confirmed sar-
comas (14 fibrosarcomas, 1 myxofibrosarcoma, 1
myxosarcoma) and in 2 cats, diagnosis was made
based on clinical presentation and cytological
findings. Cats’ age ranged from 7 to 14 years, with
a median age of 11 years. The median body weight
was 4.66kg (range: 3.9-9.27 kg). There were 11
spayed female and 7 castrated male cats enrolled
in this trial. Breed distribution was as followed: 15
domestic short-haired cats, 1 Maine Coon mix, 1
Carthusian mix and 1 mixed breed cat. Tumours
were unresectable because of their size and/or
side of occurrence. Seven cats were presented with
tumours occurring for the first time, eight had
their first recurrence, one had his second relapse
and in two cats, the tumour recurred for the third
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time. Those with recurrent disease were all previ-
ously treated by surgical resection, except one cat,
which also received palliative radiation therapy
for its first relapse 3 months before TKI treatment
was started. Initially, the median longest tumour
diameter was 6.1cm (range: 0.8-13.0). One cat
had two, another one had three separate tumours
that all appeared in the same body region, located
next to each other. None of the cats had more than
three tumours, so there were no non-target lesions
to measure. In seven cats, the tumours already
lost their initially solid structure and showed a
predominantly fluctuant consistency. The tumours
of another two cats were superficially ulcerated.
The majority of tumours were located in the inter-
scapular region (6/19) and at the right thoracic wall
(6/19), three tumours occurred at the left thoracic,
two at the left abdominal wall and one at the left
hind limb. All 18 cats were clinically healthy at the
time of first examination, but 1 cat had a history of
mild azotaemia. They were all tested negative for
FeLV and FIV. Toceranib was given in a median
dose of 2.56 mgkg™! (range: 2.07-3.37 mgkg™)
every other day. One cat accidently received the
medication every day.

Response

Four cats were censored for the evaluation of effi-
cacy. Two were lost to follow up after the third visit
(day 15: no measurement of the tumour). In one
cat which showed SD on day 21, the owner decided
to discontinue the treatment because of financial
reasons. The remaining cat developed grade 4
serum alanine aminotransferase (ALT) activity
elevation and treatment was discontinued on day
21. At that time the cat was in SD. The majority
of cats (13/14) showed PD after median 43 days
(range: 21-64 days) of treatment with toceranib.
The one cat receiving palliative radiation therapy
prior to TKI treatment had SD which lasted more
than 85days. Treatment was continued beyond
85 days scheduled for the study. The cat was euth-
anized 7 weeks later because of paraparesis of the
hind limbs. The owners refused a post-mortem
examination.

We expected at leasta 30% decrease in the longest
diameter of the tumour as a clinically relevant

Table 1. Adverse events in cats with unresectable FISS
treated with toceranib

Adverse events Grade1 Grade2 Grade3 Grade4
Anorexia 10/18 # = =
Lethargy 5/18 218 = =
Fever 118 o - -
Pruritus 3/18 1/18 - -
Diarrhoea 1/18 - - -
Weight loss - 218 - -
Neutropenia 5/18 - - -
Lymphopenia 5/18 2/18 1/18 -
Anaemia 3/18 - - -
Thrombocytosis 3/18 - = =
ALT elevation o = = 4/18
ALP elevation - 1/18 - -
Hypoglycaemia = 2/18 = =
Urea elevation 3/18 - = =
Hypocalcaemia 3/18 - - -
Creatinine elevation - 1/18 - -
Hyperkalaemia = 1/18 - -
Hypokalaemia 2/18 - = =
Hypoalbuminaemia 1718 - = =
Proteinuria 7/18 5/18 - =
UP/C elevation 1/18 = = =
Bilirubinuria 3/18 1/18 - -
Lowered USG 4/18 3/18 = B
Ketonuria - 1/18 - -

USG, urine specific gravity.

improvement when in fact the mean tumour diam-
eter increased by 70%. A post-study power analysis
revealed a power of >90% for those values and the
seen standard deviation in the 14 cases evaluated.

Adverse events

Table 1 summarizes all adverse events. Serious
adverse events included grade 4 ALT elevation
in four cats (median 980 U/L; range: 365-3710
U/L). With the exception of an isolated grade 3
lymphopenia, other toxicities were infrequent and
when occurred grade 1 or 2 in nature. One of
those four cats with ALT elevation developed a
concurrent grade 2 increase of the serum alkaline
phosphatase activity (ALP).

The most common side effect observed was mild
temporary anorexia which occurred in 10 of 18 cats.
It was reported by the owners median on day 15
of treatment (range: 8—-45 days). Five cats showed
grade 1 lethargy over a couple of days, two showed
grade 2 lethargy. One cat was presented with a mild
fever of 39.9°C on day 15. Mild pruritus in the
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tumour region occurred in three cats. Another cat
developed a mild generalized pruritus. One cat lost
13.6% of her body weight although treated with
toceranib over a period of 64 days, whereas her food
intake and laboratory findings remained normal.
Another one had 11.2% decrease of body mass in
21 days. This cat showed a reduced appetite over
several days. UP/C rose over 0.8 and, in addition, a
hypoalbuminaemia of 2.49 g dl~" was measured in
this cat.

Additional side effects in three cats were iso-
lated increase of serum urea concentration (median
72.613 mgdl™!; range: 69.67-84.264 mgdl™'). An
azotaemia with a serum creatinine concentration
increase of nearly twofold over the upper reference
range (3.63mgdl™') as well as a grade 2 hyper-
kalaemia (5.8 mmoll™') was assessed in one of
those three cats at day 8. This cat already had a
clinical history of chronic renal disease but the azo-
taemia decreased to 1.99 mg dl™! after 1 week with-
out any intervention. The dose was still reduced
from 3.26 to 2.40 mgkg™! every other day at day
21. Serum creatinine concentration was within the
reference range when measured 3 weeks later. This
cat was initially presented with isosthenuria with
a urine specific gravity of 1.015 which increased
to 1.033 at day 43. UP/C actually decreased from
0.05 to lower than 0.03 in this cat. The one cat with
grade 2 bilirubinuria showed concurrent decrease
of haematocrit without changes in liver function
parameters or liver enzymes. In all cats with biliru-
binuria, there was also grades 1-2 proteinuria mea-
surable on the urine stick.

Immunohistochemistry

THC was available for 14 of the 18 cases. The results
are summarized in Tables 2 and 3. All 14 tumours
tested negative for Kit and positive for PDGFR,
however 1 was only weak positive for PDGFR. Six of
the 14 sarcomas expressed PDGE, 2 of the 6 showed
only weak positive expression. VEGFR expression
was verified in 13 tumours with 10 positive and 3
weak positive. VEGF staining was positive in seven
cases and weak positive in another four, the remain-
ing three were tested negative for VEGF expres-
sion. Five tumours showed no SCF expression, weak
positive in four and positive staining in five were
detected.

Toceranib in feline injection site sarcoma 5

Table 2. IHC in cats with FISS before treatment with
toceranib

VEGF VEGFR PDGF PDGFR SCF Kit

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Positive 50 71 29 93 36 -
Weak positive 29 21 14 7 29 -
No labelling 21 7 57 - 36 100

Table 3. Receptor and factor expression

VEGF/VEGFR PDGF/PDGFR Kit/SCF

(%) (%) (%)
Both positive 40 20 0
One positive, one 6 53 33
negative
One positive, one 40 26 0
weak positive
One weak positive, 6 0 26
one negative
Both negative 6 0 40
Discussion

This is the first study evaluating toceranib in cats.
There was no clinical response to the TKI in the cats
treated in this study. In contrast to our findings, the
investigations of Katayama et al. showed promising
potential treating FISS with the TKI imatinib in
vitro and in vivo.® Lawrence et al. also proved that
masitinib has antiproliferative and pro-apoptotic
activity in FISS cell lines.™> The high rate of PD in
this study (11 of 14 cats evaluated) could be because
of the relatively big dimensions of the tumours with
a median longest diameter of 6.1 cm. In addition,
some of the sarcomas (7/18) already lost their solid
structure and were mainly of fluctuant consistency.
This could be a sign of central necrosis which in turn
indicates an impaired blood supply which could
lower the concentration of toceranib within the
tumour tissue.

The selection of cats included into this study
was relatively inhomogenous. First time occurring
tumors were included as well as recurrent tumors
and 2 tumors were not fibrosarcomas but fibromyx-
osarcomas or myxosarcomas. But since there was
no difference in their response to therapy censoring
was deemed unnecessary.

Three weeks is a very short period of time and it
is possible that a sarcoma growth simply stagnated
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for some time so that SD occurred independent of
our TKI treatment. The one cat that remained in SD
for more than 85 days was the one receiving pal-
liative radiation therapy 3 month prior to entering
into our trial. It is possible that this tumour growth
was still slowed down because of this earlier treat-
ment. The tumour was localized in the interscapu-
lar region and the cat was ultimately euthanized
2month after termination of the toceranib treat-
ment because of paraparesis of the hind limbs. As
no post-mortem examination was performed in this
cat, one could only speculate whether the paresis
occurred because of radiation toxicity on the spinal
cord or if it indicates that the tumour was growing
in the ventral direction, finally compressing parts
of the spinal cord. Because the tumours were only
measured with a calliper, it could not be ruled out
that this cat’s tumour was steadily growing towards
the inside where it was impossible for the examining
clinician to see and evaluate. A computed tomogra-
phy (CT) would have been a more accurate way to
determine the size of the tumours. However, it is a
cost-intensive diagnostic procedure which requires
general anaesthesia. It would have been difficult to
get the owners’ consent to perform such a CT every
3 weeks.

There are no studies in veterinary medicine
investigating the pharmacokinetics and dynamics
of toceranib in cats. As no drug levels have been
measured in the blood of the cats treated in this
study, it could not be determined whether sufficient
levels were achieved. The high number of cats
showing no response to TKI treatment could also
be because of impaired receptor binding of the
drug or because of ineffective drug levels. Lawrence
et al. already speculated that drug concentrations
corresponding to the half minimal inhibitory
concentration (IC;;) of the TKI masitinib used
in feline injection site sarcoma cells are too toxic
for feline patients.”® That could indicate that the
predominantly well-tolerated dose of toceranib
used in this study was too low to be effective.
All tumours stained positive or weak positive for
PDGFR, a target of toceranib. It could have been
suspected that the TKI must have efficacy in these
tumours. Katayama ef al. showed that PDGFR-/ is
involved in cell growth in VAS and FSA and that it
protects VAS cells from apoptosis. They proved that

PDGFR-f is autophosphorylated in the presence
of PDGF-BB.?* In our investigation, eight tumours
stained negative and four only weak positive for
PDGE, only five had a concurrent positive or weak
positive expression of PDGF and its receptor.
PDGF-/PDGFR-pathway seemed not to have an
influence on cell growth in these tumours. Our
THC showed that 10 tumours had positive or weak
positive staining for both VEGF and its receptor.
But in 6 of these 10 specimens at least 1 of the 2
reactants (receptor or ligand) stained only weak
positive. Two of the four cats in which receptor and
ligand both showed positive staining had PD on
day 43. In one cat with this type of staining pattern
treatment was discontinued on day 22 because of
grade 4 ALT elevation. The remaining cat was the
one which was still in SD on day 85. It is doubtful
that VEGF has the same amount of autocrine func-
tion in tumourigenesis of FISS as it is suspected
in dogs.”® Our results support the hypothesis of
Smith et al. that Kit does not play a crucial role in
tumourigenesis in feline sarcoma as none of the 16
tumours examined showed immunoreactivity for
Kit

Anorexia seen in 10 of the 18 cats included
in this study was a suspected adverse event as it
was also frequently reported in dogs treated with
toceranib.*>*" In one cat, it was associated with
weight loss of 11.2% at day 21 (grade 2). This cat
also had a grade 4 increased serum activity of
ALT and grade 1 hypoalbuminaemia as well as an
elevated UP/C. In this case, a drug holiday was
recommended but the owner decided to stop the
therapy because she could no longer afford it. In
the remaining nine cats, the loss of appetite was
mild and not associated with any changes in body
weight. There was no need for intervention because
it was only temporary and all cats returned to their
normal eating habits after a few days. Furthermore,
one cat suffered from a bite wound which may
have been the cause for the mild anorexia. Grade 2
weight loss was seen in one other cat. As this patient
did not show any alterations in its eating habits but
had progressive tumour growth, it is possible that
this cat suffered from cancer cachexia. However,
weight loss was also documented in 35 of the 145
dogs in the study of London et al. which shows that
it could also be a symptom related to toceranib.’
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The second most common side effect in our trial
was grades 1-2 lethargy seen in seven cats (31.6
%). This is consistent with the results of London
etal, in their study, 43.4% of the dogs showed
lethargy. Yancey ef al. indicated that clearance of
toceranib is primarily hepatic in dogs.’*! It is
suspected that the metabolism of this drug is very
similar in cats which could explain the severely
increased serum activity of ALT in 4 of the 18 cats.
It has also been seen in 24.1% of the dogs in the
study of London et al., however, only one dog had
a grade 3 or 4 elevation.” In the dose-escalating
study, 2 of the 47 dogs developed transient eleva-
tion of the liver enzyme which was not associated
with specific clinical signs as in the cats of the
current study. It decreased into reference range
without intervention.*> However, it is possible that
toceranib has a higher potential of liver toxicity
in cats than in dogs. The mild neutropenia and
lymphopenia seen in five cats, respectively, were
also expected side effects since Kit is physiologically
expressed by hematopoietic progenitor cells.*” The
frequency of theses cytopenias is consistent with
that reported by London et al. for dogs.*® Except
for anorexia, fewer gastrointestinal side effects than
expected were documented in this study. Only one
cat developed grade 1, self limiting diarrhoea. In
contrast to that over 20% of the dogs in the clinical
trial of London et al. were presented with bloody
stool, gastrointestinal bleeding and hemorrhagic
diarrhoea.*® However, this is a common paraneo-
plastic syndrome of patients with mast cell tumours
for which all dogs were treated in this study. But
in the study by London et al. (2003) of dogs with
a broad spectrum of malignancies were included
and several of those enrolled in the daily dosing
scheme developed grades 1-3 gastrointestinal
signs which were in part resistant to symptomatic
therapy.*? The authors hypothesized that this could
be because of mucosal damage in result of an
impaired blood flow or because of a disruption
of the function of the interstitial cells of Cajal
which are dependent on Kit signalling.’> A grade
2 increase of creatinine occurred at day 8 in the
cat which was known to have a suspected chronic
renal disease. Interestingly, the value had decreased
1week later without any treatment adjustments.
Nevertheless, the toceranib dose was reduced
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by 36% to 2.4mgkg™'. Consequently, the serum
concentration of creatinine decreased under the
value measured before TKI treatment was started.
The one cat receiving toceranib in a daily manner
had mild anorexia over the first 5 days of treatment.
The cat showed progressive disease on day 21. That
could indicate that daily dosing of toceranib is well
tolerated, at least over a short period of time but
does not seem to be more effective in treating FISS.

In summary, this study did not show any clinical
efficacy in cats with unresectable FISS treated with
the TKI toceranib. However, it was well tolerated
and adverse events were generally mild and resolved
with drug holidays and/or dose reductions. Limi-
tations such as the small sample size and previous
treatment of one cat with radiation therapy should
be noted.
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Abstract

This study evaluated efficacy and side effects of masitinib in canine epitheliotropic lymphoma.
Complete remission occurred in 2 of 10 dogs and lasted for median 85 days. Five dogs went into
partial remission for median 60.5 days. Three pretreated dogs did not respond to therapy. Side effects
occurred in six dogs and were mostly mild to moderate. Immunohistochemistry was available for
eight dogs. KIT receptor was negative in all of them, six of eight lymphomas stained strongly positive
for stem cell factor (SCF). platelet-derived growth factor (PDGF)-AA was weakly positive in two and
negative in six. PDGF-BB was negative in four tumours, weakly positive in one and strongly positive in
three. One was strongly positive for PDGF receptor (PDGFR)-$, seven were negative for that receptor.

Five showed strong expression of PDGFR-«, two showed weak expression, one was negative. In
conclusion, masitinib is effective in treating canine epitheliotropic lymphoma. But its effects are most

likely not generated through the KIT receptor.

Introduction

Canine epitheliotropic T-cell lymphoma (CETL)
is a relatively rare disease and makes up 3-8%
of all canine lymphoma and less than 1% of all
canine skin tumours."” A standard of care has not
yet been determined. In veterinary medicine, the
most common therapeutic approach is systemic
chemotherapy. Corticosteroids and Lomustine
(CCNU) are the most commonly used agents,
frequently combined with other cytotoxic drugs
or L-asparaginase.’”® Results of the treatments
have been variable.” Because of the high radiosen-
sitivity of lymphatic cells, radiation therapy has
also been used for the treatment of CETL. A case
series with 14 dogs with mucocutaneous oral
lymphomas treated with radiotherapy showed an
overall response rate of 67%. Of these 14 dogs, 6 had
T-cell epitheliotropic lymphoma.!” Recent human
studies have also shown promising results.’?

@© 2015 John Wiley & Sons Ltd

Masitinib is a tyrosine kinase inhibitor (TKI)
targeting KIT receptor and platelet-derived growth
factor receptor (PDGFR). It is licensed for the treat-
ment of canine mast-cell tumours and a number
of studies have reported its efficacy mainly in dogs

"I Dubreil et al. demon-

with mast-cell tumours.
strated that masitinib is very selectively blocking
KIT and PDGFR."? The same authors also showed
that it has a good oral bioavailability and is usually
well tolerated.'? Apart from reversing chemoresis-
tance, masitinib also had a direct mild antiprolif-
erative effect on canine lymphoid cells in vitro.'> A
positive effect of masitinib in a dog with cutaneous
T-cell lymphoma has been reported as well as in
a few dogs with multicentric T-cell lymphoma (D
Jagielski et al., personal communication, 2011).
Considering the possible anticancer effect of
masitinib in T-cell lymphoma and especially
cutaneous T-cell lymphoma, the aim of this study
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was to evaluate efficacy and side effects of masitinib
in dogs with CETL.

Material and methods
Animals

Ten client-owned dogs with histologically diag-
nosed CETL were prospectively enrolled in this
multicenter trial. The patients were presented
between August 2009 and September 2011 in the
oncology services of the following European clin-
ics: Clinic of Small Animal Medicine, Centre for
Clinical Veterinary Medicine, Faculty of Veteri-
nary Medicine, LMU Munich, Germany; Hotheim
Small Animal Clinic, Hofheim/Taunus, Germany;
Department Clinical Sciences of Companion Ani-
mals, Utrecht University, The Netherlands; Small
Animal Clinic, University of Veterinary Medicine
Hannover, Foundation, Hannover, Germany.

At their first visit, all dogs underwent a com-
plete physical examination documenting all clini-
cal cutaneous lesions. Staging included abdominal
ultrasound, three-view thoracic radiographs, com-
plete blood count (CBC), biochemistry and urinaly-
sis including urine protein creatinine ratio (UP/C).
Tumour diagnosis was always confirmed histolog-
ically. While on therapy, all dogs were presented
every 3 weeks for a physical examination, CBC, bio-
chemistry and urinalysis.

Treatment

Masitinib was administered orally by the own-
ers at a target dosage of 12.5mgkg™" every day.
Adverse events were recorded and graded accord-
ing to the Veterinary Co-operative Oncology
Group-Common terminology criteria for adverse
events (VCOG-CTCAE) at each visit.!* In case of an
UP/C elevation over two or creatinine or blood urea
nitrogen (BUN) 1.5 times higher than the upper
reference range or albumin 0.75 times lower than
the lower reference range, treatment was discon-
tinued. If a dog developed signs of protein-losing
syndrome (UP/C >2, albumin <0.75 lower limit of
normal), therapy was interrupted until values had
normalized to limit value. If the laboratory values
deteriorated, again treatment was permanently
discontinued. If hemolytic anaemia [haemoglobin

(Hb) <10guL~" and bilirubin > 1.5 upper limit
of normal] or anaemia with lack of regeneration
(Hb<10gpL™" and reticulocytes <80 000 pL™")
occurred, treatment was discontinued. In case
of hepatic toxicity (alanine aminotransferase
(ALT)/aspartate aminotransferase (AST) >3 upper
limit of normal) or neutropenia (<2000pL™"),
treatment was interrupted until normalization of
values and then resumed at the same dose level. If
these events occurred for a second time, treatment
was interrupted until resolution and continued at
a dose of 9mgkg 'day™!. If laboratory changes
occurred for a third time, a drug holiday was
instituted followed by a further dose reduction
to 6mgkg~'day™'. If severe adverse reactions
resumed even at this dose, treatment was perma-
nently discontinued. If one of the above-mentioned
adverse reactions and/or severe diarrhoea or vom-
iting persisted after dose reduction, treatment was
also permanently discontinued.

Response

Clinical response was assessed every 3weeks
according to Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours (RECIST), modified for the evaluation
of CETL."> If available, the three most dominant
lesions were defined as target lesions. The longest
diameter of each target lesion was measured using
a calliper. The sum of these measurements was used
for assessment of response.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) for KIT, PDGF-AA
(R&D  Systems, Minneapolis, MN, USA),
PDGF-BB, PDGFR-a, PDGFR-f and stem cell
factor (SCF) (all Santa Cruz Biotechnology, Dal-
las, TX, USA) was performed on serial sections
of routinely formalin fixed, paraffin embedded
tumours from eight dogs after the clinical phase
from tissue specimens taken prior to therapy. For
two dogs, there was insufficient tissue for IHC
testing. Deparaffinization and antigen retrieval
were accomplished in the Dako PT Link (Dako,
Carpenteria, CA, USA) using a high pH (SCF
only) or low pH antigen retrieval solution (both
Dako) for 20 min at 99 °C. Immunostaining was

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12157
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performed on the Dako Autostainer Link 48
automated staining system (Dako) using a rabbit
polyclonal anti-human KIT antibody (Dako), a
goat polyclonal anti-rat PDGF-AA (R&D Sys-
tems Inc., Minneapolis, MN, USA), a rabbit
polyclonal anti-human PDGEF-BB, a rabbit poly-
clonal anti-human PDGFR-a, a rabbit polyclonal
anti-human PDGFR-f and a mouse monoclonal
anti-human SCF (all Santa Cruz Biotechnology) at
a dilution of 1:100 followed by the Flex detection
system with the appropriate secondary antibod-
ies (Dako). The immunoreaction was visualized
with 3,3-diaminobenzidine substrate (Dako) and
sections were counterstained with haematoxylin.
Positive immunohistochemical controls included
mast-cell tumours and canine soft tissue sarcoma
that had previously been shown to express the tar-
gets to which the appropriate antisera were added.
For negative controls, the primary antibodies were
replaced with homologous non-immune sera.
Samples were scored based on the labelling inten-
sity of neoplastic cells and percentage of positive
neoplastic cells. Ultimately, tumours were scored
as negative when there was no labelling in the
examined sections or labelling was only observed
in deeper tissue sections or less or equal to 20% of
neoplastic cells were positive. Tumours with more
than 20% strongly positive cells were scored as posi-
tive. A score of weak positive labelling was assigned
to tumours that had at least 20% of neoplastic cells
with weak positive labelling, but less than 20% of
neoplastic cells expressing strong labelling.

Results

Ten dogs were enrolled in this study. The dogs” age
ranged from 4 to 15 years, with a median of 10 years.
There were two mixed breed dogs and eight pure
breed dogs (one Australian shepherd, one German
shepherd, one Belgian shepherd, one Picard, one
West Highland white terrier, one Gordon setter, one
Small Munsterlander and one Collie).

Six of the 10 dogs with CETL received masitinib
as first-line therapy for their tumours. One dog
was previously treated with a single dosage of
steroids, one had been treated with CCNU and
prednisolone for over 8 months, one dog had been
given L-asparaginase, CCNU, doxorubicin and

Masitinib canine epitheliotropic lymphoma 3

prednisolone and in one dog tumour nodules had
been repeatedly surgically removed. In 5 of the 10
dogs with CETL, the tumour was generalized. In
two dogs, the CETL was located on the lip, in one
dog on the nose, the lip and the conjunctivas, in
one dog nose, lips and vulva were affected and in
one dog in the oral cavity with metastasis to the
mandibular lymph node.

Two dogs went into complete remission (CR)
and five dogs into partial remission (PR). In three
dogs, masitinib was ineffective, and progressive dis-
ease (PD) was noted. In one dog, the CR lasted
for 126 days. In another one, masitinib was discon-
tinued after 1year of treatment and the dog was
still tumour free 3years after diagnosis. In both
animals, mastinib was the first-line therapy. In the
five dogs with PR, median time to progression was
60.5 days (43 -84 days). The overall response lasted
for median 85 days. The three patients with PD had
all been pretreated. One dog had been given a sin-
gle injection of prednisolone, one had been treated
with various chemotherapeutics as listed above and
the third one underwent surgery prior to mastinib.
Four of the five dogs with PR had untreated CETL
before they received masitinib. The fifth dog was
pretreated with CCNU and prednisolone. In addi-
tion to the seven dogs with tumour remissions on
masitinib, one additional dog showed distinctive
clinical improvement. This dog first went into PR
and had PD 64 days after starting therapy. Despite
having PD 64 days after starting therapy, the owner
was pleased by the performance of the skin lesions
as they were dry and not oozing or itching unlike
their appearance before the masitinib treatment.
The owner decided to continue administering the
medication beyond the study end.

No side effects of masitinib were observed in
4 of the 10 dogs. As summarized in Table 1, the
side effects noticed in the remaining six dogs were
classified as mostly mild to moderate. An exception
was one dog that developed grade 4 diarrhoea,
grade 3 vomiting and anorexia as well as moderate
hypoalbuminemia. This dog was euthanized due to
diarrhoea.

Immunohistochemical examination for KIT,
SCE PDGFR-a/-f PDGF-AA/-BB was possible
in 8 of the 10 cases. One (with PD) of these eight
dogs was pretreated with a single injection of

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vc0.12157
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Table 1. Side effects of masitinib in dogs with CETL treated with masinitib

Grade 1 Grade 2

Grade 3 Grade 4 Grade 5

Anaemia (Hb |) 2/10 1/10
Neutropenia 110 =
Plt | 1/10 -
ALT 1 . _
AP 1 = 1/10
Alb | - 1/10
Creatinine 1/10 =
Anorexia - -
Vomiting - =
Diarrhoea - -
Weight loss = 1/10
Petechiae - -

- 110 -
= 1110 -

Alb, albumin; AP, alkaline phosphatase; Hb, haemoglobin; Plt, platelets.

prednisolone before biopsies were taken. The other
seven dogs did not receive any chemotherapy or
steroids before specimens were taken. In two dogs
(one with CR, one with PD), no tumour specimens
were available for immunohistochemical evalua-
tion. It was initiated after the clinical phase to get a
better understanding of the mechanisms of action
of masitinib in CETL. Table 2 summarizes the
results. All samples were negative for KIT. Three
specimens stained negative for SCF (both PD dogs
and one PR). In the other five cases, there was a
strong positive reaction for SCE. PDGFR-a was
tested negative in one dog with PR. The dog in CR
as well as one in PR stained weakly positive for the
receptor. Both dogs with PD and the remaining
three in PR were strong positive. PDGFR-f was
negative in all dogs except in one with PR. The
specimens of three dogs with PR tested weakly
positive for PDGF-AA. The other two PR samples
as well as those of the two dogs with PD and the

one in CR showed no expression of the growth

factor.

Discussion

According to our study, the overall clinical response
rate of 70% supports that masitinib has promis-
ing potential in treating CETL. This is in contrast
to the observations by London et al. (2003) who
used a different TKI (SU11654) in six dogs with
CETL of which only one experienced a stable dis-
ease (SD).! The observed response rate in our study
is comparable to that reported in studies using cyto-
toxic chemotherapy, in which measurable responses
were achieved in 78 and 83%, respectively.”® In the
study of Williams et al. response to CCNU lasted for
median 106 days while the median time to progres-
sion of 85 days in our study is similar to the results of
Risbon et al. who reported a median response dura-
tion of 86 days.”® Vail et al. treated nine dogs with

Table 2. Immunohistochemistry of CETL prior to treatment with masitinib

Resp Prior tr SCF KIT PDGF-AA PDGF-BB PDGFR-a PDGFR-f
CR None Strong pos.  Nolabelling  Nolabelling  No labelling Weak pos. No labelling
PR None Strong pos.  Nolabelling  Nolabelling  Strong pos. Strong pos. Strong pos.
PR None Strong pos.  No labelling Weak pos. Strong pos. Strong pos.  No labelling
PR None Strong pos.  Nolabelling  Nolabelling Nolabelling  Nolabelling  No labelling
PR None Strong pos.  Nolabelling  Nolabelling No labelling Strong pos.  No labelling
PR None Strong pos.  No labelling Weak pos. No labelling Weak pos. No labelling
PD Prednisolone No labelling  Nolabelling  Nolabelling Nolabelling  Strongpos.  No labelling
(single injection)

PD None No labelling  Nolabelling  No labelling Weak pos. Strong pos.  No labelling
pos., positive.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12157
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CETL with pegylated liposomal doxorubicin, but
with an overall response rate of 44%, this approach
seems to be less effective than masitinib.!” The study
of Iwamoto et al. using linoleate to treat dogs with
CETL showed clinical improvement and reduction
or disappearance of lesions in six of eight dogs; how-
ever, there was no definition of CR and PR as well
as stable and PD, so this study should be interpreted
with caution.'”® Pegylated L-asparaginase used in
seven dogs with CETL led to a median survival of
9 months but responses were only partial and often
short lived.?

All except for one dog responding to masitinib
did not receive any prior therapy and all three dogs
with PD were pretreated, which might indicate that
prior treatment may limit the efficacy of masitinib.
Similar results are found in the study of Hahn
et al."" It could not be determined if this was owing
to changes in the expression of growth factor recep-
tors and their growth factors because [HC was only
performed on specimens taken prior to any therapy.
In many neoplasms, it has been shown by various
mechanisms cytotoxic drugs have the potential to
either induce drug resistance or select for resistant
subclones. Cancer cells can acquire a multidrug
resistant (MDR) phenotype after exposition to one
specific drug leading to cross-resistance to other
structurally and functionally unrelated anticancer
drugs.’*? In human leukaemia cell lines, it has
been demonstrated that tumour cells can expe-
rience an up-regulation of MDR-1 as a result of
treatment with a cytotoxic drug (e.g. an anthra-
cycline) most likely resulting in cross-resistance
to the TKI imatinib.2' However, Zandvliet et al.
have proven that masitinib can reverse doxoru-
bicin resistance in canine lymphoid cell lines,
But no investigations have yet been made for the
combined use of masitinib and doxorubicin in
vivo. Several lines of evidence — predominantly
in human medicine - have shown that besides
acquired resistance to TKIs several malignancies
could show a ‘de novo’ resistance which leads to
failure of a therapy that should have been effective
according to the underlying biology and genetics of
the tumour.?? In the current study, no investigations
have been made according to tumour kinase muta-
tional status. In canine mast-cell tumours, most
c-kit mutations have been identified in exon 11,
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but also in exons 7 and 8, as well as exon 17.%* In
human, gastrointestinal stromal tumours with KIT
mutations in exon 11 have a higher response rate
than those with exon 9 mutations or those without
KIT or PDGFRA mutations.”® Because all except for
one specimen in this study showed weak to strong
PDGFR-a expression, the observed responses
could have been caused by their diverse mutational
status.

Masitinib inhibits mainly the receptors KIT and
PDGEFR. Therefore, the immunohistopathological
examination of the samples for these receptors and
their corresponding factors should elucidate if these
targets and their activating factors were present in
the samples.

Activation of KIT is considered of paramount
importance for proliferation, survival and differ-
entiation of haematopoietic progenitor cells into
mature cells. In human haematopoietic tumours,
KIT is predominantly expressed by undifferentiated
tumours of the progenitor cells and only rarely by
those involving mature haematopoietic cells. These
observations were recently confirmed in veterinary
medicine by studies of Giantin et al. who evaluated
KIT expression in canine lymphoma and leukemias.
KIT mRNA reached significant levels only in some
blastic (high grade) T-cell lymphomas and undif-
ferentiated leukemias.® In dogs with CETL, sig-
nificant KIT expression has only infrequently been
reported.”” In humans, KIT expression is present in
only 30-50% of all cases of cutaneous lymphoma.?®
Another study examining 168 CD30+ lymphomas
including 15 cutaneous anaplastic large-cell lym-
phomas found KIT expression to be exceedingly
rare. In this study, KIT receptor expression was
found to be negative in all dogs tested. It is there-
fore concluded that KIT does not play a significant
role in the pathogenesis of most canine CETL.

Besides inhibiting the KIT and PDGFRa/f
receptors masitinib also targets other receptors and
pathways such as lymphocyte-specific kinase (Lck),
Lck/Yes-related protein (LYn), fibroblast growth
factor receptor 3 (FGFR3) and focal adhesion
kinase (FAK).* It is speculative if these pathways
serve as targets in the masitinib effects on CETL.
It is an interesting observation that in our study all
except of one dog responding to masitinib reacted
strongly positive for SCF, while SCF was negative

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12157
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in the two dogs with PD. One dog with PD was
pretreated with a single injection of prednisone
before biopsies were taken. Therefore, it may be
possible that SCF expression in this case was
changed by the prior therapy which could have a
negative impact on the efficacy of masitinib. SCF
has the potential to synergize with other growth
factors and thus gain influence on the phospho-
rylation of the EPO receptor and the beta chain
of interleukin-3 receptor.’ ~* Lck together with
other receptors has been shown in humans to
play a role in apoptosis of lymphomas.*> Further
studies are needed to elucidate the impact of SCF
and Lck as well as other non-KIT/non-PDGFR
signalling pathways in the development of CETL
and the possible effect masitinib may exert on these
pathways.

PDGEFR-f represents another potential target of
masitinib but in our study showed strong expres-
sion in only one of eight dogs (PR). Tn all the other
dogs, there was no or only very little PDGFR-f
expression detected. Tt was expected that because
of the inflammatory nature of epitheliotropic lym-
phomas, the expression level of PDGFR-f would
be higher, because PDGFR-f can be upregulated by
inflammatory or other stimuli while it is low in cells
under physiological circumstances.® Based on our
results, it has to be assumed that this receptor and
its substrate do not play an important role in CETL,
especially since the case with CR stained negative
for both PDGEF-BB and PDGER-f.

PDGFR-a binds to all PDGF ligands and was
found to be strongly positive in five dogs (three PR,
two PD) and weakly positive in other two dogs (one
CR, one PR). It is conceivable that masitinib may
exert some effects on this receptor, but PDGF-a
was also strongly positive in both dogs with PD
which questions the impact of masitinib on the
PDGEFR-a pathway. A limitation of our study is that
only two of three known PDGF receptors and two
of five ligands were evaluated. Especially PDGF-AB
was not evaluated in this study, although PDGF-AB
can give stronger mitotic and chemotactic effects
than PDGF-AA and -BB.*”** However, this effect
occurs only in cells with the same amount of a-
and f-receptors, which was only seen in one dog in
which strong expression of both receptors could be
demonstrated.

Besides measureable responses, palliation of
tumour-associated symptoms is an important fac-
tor in veterinary medicine. One of the patients in
this study developed PD after 2 month on masitinib,
but the lesions remained dry and non-irritated with
masitinib in contrast to prior treatment which led
the owner to keep on administering masitinib.
Fontaine etal. reported that 40% of dogs with
CETL are presented with pruritus, and erosions
and crusts occur in 60 and 46.6%, respectively.*” In
many cases, the clinical symptoms associated with
the skin lesions are most irritating to the patient
and may prompt owners to consider euthanasia.
Therefore, patients may benefit from masitinib
treatment by palliation of their clinical symptoms
without tumour remission. Masitinib has also been
proven effective in the treatment of canine atopic
dermatitis.** Toceranib, another TK inhibitor
approved for the use in dogs, has been reported to
lead to clinical benefit in tumours that are often
associated with inflammatory reactions (e.g. anal
gland anal sac adenocarcinomas), poorly differen-
tiated carcinoma (neck and jaw) and canine nasal

adenocarcinoma.*! 42

It has been suggested that the
antiangiogenic properties of toceranib from target-
ing VEGFR may be responsible for this effect, but
the exact mechanisms of action on non-KIT-driven
neoplasms are yet to be elucidated. Therefore,
based on these preliminary observations, it can be
hypothesized that TK inhibitors may exert mech-
anisms that target tumours with inflammatory
components, such as CETL.

There were mainly only a few and mainly mild
side effects which was to be expected based on the
data of Hahn et al.!! However, one dog with severe
diarrhoea as a side effect of masitinib had to be
euthanized. By combining masitinib with other
established therapies like cytotoxic chemotherapy,
surgery or radiation therapy, additive or synergistic
effects may be achieved”~**~% There are no
published data in veterinary medicine on mul-
timodality approaches to CETL which include
TKIs. In human patients with epitheliotropic
T-cell lymphoma, combined modality therapy has
been shown to result in higher rates of complete
responses.*®

In conclusion, masitinib seems to have efficacy
in CETL. From the limited data available, it appears

© 2015 John Wiley & Sons Ltd, Veterinary and Comparative Oncology, doi: 10.1111/vco.12157
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that in our cases inhibition of KIT and PDGFR did
not play an important role in the clinical remis-
sions observed. However, these preliminary results
need to be interpreted with caution because of the
limitations of this study, given the fact that only
a heterogeneous, small and not placebo-controlled
group of patients was treated. Therefore, further
investigations are needed to substantiate our find-
ings and elucidate the pathways by which masitinib
acts against CETL.
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V. DISKUSSION

1. Der  Tyrosinkinaseinhibitor = Toceranib  bei  felinen

Injektionsstellen-assoziierten Sarkomen

In der hier aufgefiihrten Studie wird der TKI Tocebazum ersten Mal bei
Katzen angewendet und seine Effektivitat sowie esdiebenwirkungen bei der
Behandlung von FISS evaluiert. Es konnte kein &thes Ansprechen
verzeichnet werden. Aufgrund der Studien von KATAMA und Kollegen
sowie LAWRENCE und Kollegen hatte etwas anderesaget werden koénnen.
KATAYAMA et al. verotffentlichten 2004 vielverspreehde Ergebnisse zur
Behandlung von FISS mit Imatinib in vitro und invei (KATAYAMA et al.,
2004). LAWRENCE et. al wiesen die antiproliferativend proapoptotische
Wirkung von Masitinib in FISS-Zelllinien nach (LAWENCE et al., 2012). Die
gro3e Zahl an Katzen (11/14), die in der hier dliifigeen Studie trotz Therapie
ein Fortschreiten des Tumorwachstunogressive disease (PD)) zeigten,
konnte durch die GroRe der Tumoren bedingt seint Blhem langsten
Durchmesser von median 6,1 cm wurden die Katzerratativ groRen Tumoren
vorgestellt, was eine Resektion unmdglich machtsaizlich stellten sich einige
Tumoren (7/18) bereits von fluktuierender und nidbt fir Sarkome typischen
derben Konsistenz dar. Dies kann potenziell eirclz von zentraler Nekrose
sein, die durch eine verminderte Blutzirkulation Tamor hervorgerufen wird,
was dann auch wiederum eine geringere Wirkstoffeatration im Tumor

bedingen kdnnte.

Die Patientenselektion dieser Studie war relativhomogen, da sowohl
Primértumoren als auch Rezidive eingeschlossenaemurdusatzlich handelte es
sich bei 2 Tumoren nicht um Fibrosarkome, sondem ain Myxo- und ein

Myxofibrosarkom. Da jedoch kein Unterschied im Aresgnen auf die Therapie

bestand, wurde von einem Ausschluss dieser Tiegesahen.

Die Tumoren wurden alle 3 Wochen neu vermesserseDigir das in der Regel
eher langsame Wachstum von Sarkomen kurze Zeitkéunmte Grund flr die bei
vielen Patienten zunéchst verzeichnete unveran@i€e der Tumorerstgble

disease (SD)) gewesen sein. Die einzige Katze, die Uber 8 Tage des
Studienzeitraums hinaus in SD blieb, war die, di&8nate vor Beginn der
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Toceranib-Therapie palliativ bestrahlt wurde, sesddas Tumorwachstum noch
durch die Strahlentherapie verlangsamt gewesen kéginte. Allerdings wurde

diese Katze, deren Tumor in der Interskapularregien Wirbelsaule aufsal3, 2
Monate spater aufgrund einer Paraparese euthand3gerkeine pathologische
Untersuchung und auch vorher nie eine computertoapbgsche Untersuchung
durchgefuhrt wurde, kann nur spekuliert werdensaies Tumor méglicherweise
ins Ruckenmark eingebrochen ist. Differentialdiaggiseh mussen jedoch auch
Nebenwirkungen der Strahlentherapie bedacht werden3 Durchmesser aller
Tumoren  wurden lediglich  mittels Messschieber Inesti, eine

computertomographische Messung hatte  sicherlichtlide genauere und
reproduzierbarere Ergebnisse geliefert. Doch es d@ste kostenintensive
Untersuchung, die auch bedeutet hatte, dass ddieBtiere alle 3 Wochen in

Narkose hatten gelegt werden mussen.

Bisher gibt es keine Studien zur Pharmakodynamik 4kmetik von Toceranib
bei Katzen. Die 2009 von BELLAMY und Kollegen veiitlichte Studie zur
Pharmakokinetik von Masitinib zeigte, dass wie belond ein Dosispeak nach 2
Stunden zu verzeichnen ist, die maximale Blutkotragion jedoch geringer als
beim Hund ausfallt (BELLAMY et al., 2009). Es bleibu vermuten, dass bei
Toceranib ahnliche Parallelen zwischen Hund una&gezogen werden kénnen.
Da in der hier aufgefihrten Studie keine Untersugem bezuglich der
Wirkstoffkonzentrationen vorgenommen wurden, istklan ob ausreichende
Konzentrationen erreicht werden konnten. Sowohl eeizu niedrige
Wirkstoffkonzentration als auch eine beeintraclketidRezeptorbindung kénnten
Grund fur die hohe Zahl an Katzen sein, die keirsgkachen auf die Therapie
zeigten. LAWRENCE et al. vermuteten in ihrer Studiass die zum Erreichen
der Konzentration, die das Wachstum der FISS-Zellarb0 % inhibieren (1€2),
notige Dosierung zu toxisch fur feline Patienteim $&nnte (LAWRENCE et al.,
2012). Somit ist es mdglich, dass die hier verwand@erwiegend gut tolerierte

Dosis von Toceranib zu nur ineffektiven Wirkstoffkaentrationen fuhrte.

Toceranib inhibiert nachweislich die Phosphorylregumnehrerer zur Familie der
Splitkinasen gehdrige Rezeptor-Tyrosinkinasen, m@mKit, VEGFR2 und
PDGFR$ (LONDON et al., 2003). Alle in der hier beschriaba Studie
untersuchten Tumorproben wiesen eine positive B)4irw. schwach positive
(1/15) Expression des PDGFR auf. Allerdings kormie bei 4 der Proben eine
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zusatzlich positive, bei 2 weiteren eine schwachitpe Reaktion von PDGF
nachgewiesen werden. KATAYAMA et al. wiesen in 2904 veroffentlichten
Studie bereits nach, dass PDGERsowohl das Zellwachstum von Vakzine-
assoziierten Sarkomzellen beeinflusst, als auchnewor Apoptose-schitzenden
Effekt aufweist (KATAYAMA et al., 2004). Da die Sdie beweisen konnte, dass
PDGFR$ in Anwesenheit von PDGF-BB autophosphoryliert wirdiare
zumindest in den 6 Tumoren, die eine gleichzeitiggpression von
Wachstumsfaktor und Rezeptor aufwiesen, eine pesWirkung des Toceranibs
zu erwarten gewesen. Zwei dieser Katzen bliebeB8Dn wobei eine der beiden
diejenige war, die vor der medikamentdsen Therbpirahlt wurde. Die damit
mogliche Fehlinterpretation des Ansprechens wurdevorangegangenen Text
bereits diskutiert. Die zweite Katze wurde aufgrudet an Tag 21 gemessenen
hochgradigen ALT-Erh6éhung nicht weiter therapiesgy dass sie nicht zur
Beurteilung des Ansprechens herangezogen werdem Kde 4 weiteren Tiere,
deren Tumoren sowohl PDGF als auch PDGFR expriangrizeigten ein
progressives Tumorwachstum, so dass es fraglicikcherd, ob dieser
Wachstumsfaktor und sein Rezeptor tatsachlich emscheidende Rolle bei FISS
spielen. In der Humanmedizin weil3 man, dass derwibgende Teil der, dem
FISS in manchen Aspekten ahnlichen Dermatofibragaec protuberans eine
chromosomale Abnormalitat aufweist, die zu einettoauoder parakrinen
Aktivierung des PDGFR und dadurch letztlich zur Igeliferation fuhrt
(SHIMIZU et al., 1999; SIMON et al.,, 2001). Dadurd&onnten selbst bei
inoperablen oder metastasierten Erkrankungen gidgé mit dem TKI Imatinib
erzielt werden (WANG et al., 2015). Es bleibt zutensuchen, ob in felinen
Tumoren &hnliche chromosomale Veranderungen vertieg In der
Immunhistochemie konnte bei 11 Biopsien eine glmdige Expression von
VEGF und VEGFR, einem weiteren Angriffspunkt vonc&mnib, nachgewiesen
werden. Allerdings fiel die Reaktion bei 6 dieseolfen nur schwach positiv aus.
Eine Untersuchung von 24 caninen Fibrosarkomen teodan Wachstumsfaktor
sowie seinen Rezeptor VEGFR-2 in 22 Fallen naclemeiso dass hier eine
autokrine Funktion von VEGF in der Tumorentstehuagnutet wird (AL-DISSI
et al.,, 2009). Moglicherweise hatte die Aufspaltungr IHC in einer
Untersuchung auf VEGFR-1 und -2 mehr Aufschlussr idie Aktivitdt des
Wachstumsfaktor in FISS geben kdnnen, da man ausidmanmedizin weil3,
dass nur VEGFR-2 einen proangiogenetischen Effiekt(FERRARA, 2001).
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Drei der 5 Katzen mit einem positiven (nicht schivgositiven) Nachweis von
sowohl VEGF als auch VEGFR zeigten ein progressiv@sorwachstum, 2 an
Tag 21, eine an Tag 43, bei einer musste die Thempggrund der hochgradigen
ALT-Erh6éhung beendet werden. Die flinfte war wiederdie Katze, die bereits
vor TKI-Therapie bestrahlt worden war, so dass dieh wieder die Korrelation
zwischen IHC-Ergebnis und Ansprechen auf die Therapit Vorsicht
interpretiert werden muss. In keiner der FISS-Biepgieser Studie konnte Kit
nachgewiesen werden. Zu &hnlichen Ergebnissen gielanSMITH et al.
ebenfalls. In ihrer Studie zeigten 74 % der Tumokeme Immunoreaktivitat
hinsichtlich Kit, in weiteren 17 % der Proben zemtveniger als 10 % der Zellen
positive Reaktion (SMITH et al., 2009).

Art und Schweregrad der in dieser Studie aufgeisgte Nebenwirkungen
entsprechen in etwa derer, die auch bei Hundenrdehtiert wurden. Die hier am
haufigsten verzeichnete Nebenwirkung Anorexie baiel0 der 18 Katzen auftrat,
wurde auch in den an Hunden durchgefihrten Untbtswgen verzeichnet
(LONDON et al.,, 2003; LONDON et al., 2009; BERNAB# al., 2013). In
beiden Tierarten waren diese Nebenwirkungen irReégrel jedoch nur mild (Grad
1) ausgepragt. In der hier aufgefiihrten Studie @rar Anorexie bei einer der
Katzen mit einem Gewichtsverlust um 11,2 % (Gradag3oziiert. Bei dieser
konnte allerdings zusatzlich eine Grad-4-ALT-Erhigpu eine Grad-1-
Hypalbumindmie sowie eine Erhéhung des Urin-Préténeatinin-Quotienten
gemessen werden, so dass die Gewichtsreduktionfaitdtiell bedingt gewesen
sein konnte. Es wurde eine Therapiepause angerateadh die Besitzer
entschieden sich die Medikamentengabe aus monetarénden vollstandig
einzustellen. Die Katze wurde auch nicht mehr mewriKontrolle der Werte
vorgestellt. Bei 9 der 10 Katzen war diese vorubbemde Futterverweigerung
nicht mit anderen klinischen oder labordiagnosesciAuffalligkeiten assoziiert,
so dass keine Interventionen nétig wurden. Alleefjten nach wenigen Tagen
wieder normale Fressgewohnheiten. Zusatzlich istrmedhnen, dass eine dieser
Katzen eine Bissverletzung erlitt und in Folge dreseine reduzierte
Futteraufnahme zeigte, so dass nicht differenzientden kann, ob das Trauma
oder die TKI-Therapie die Symptomatik verursaclidme weitere Katze verlor
13,6 % ihres Korpergewichts bei ungestorter Fuliieighme. Da dieses Tier ein

deutlich progressives Tumorwachstum zeigte, ishéglich, dass es sich hier um
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Tumorkachexie handelte. Allerdings berichten au€dNDON und Kollegen,
dass bei 14,9 % der von ihnen mit Toceranib beHtrdeHunde ein
Gewichtsverlust zu verzeichnen war. Die Ursache @Gesvichtsverlustes der
betroffenen Katze kann letztlich nur vermutet werdea die Therapie aufgrund
der PDbeendet wurde. Mit einem Anteil von 31,6 % stimras cAuftreten von
gering- bis mittelgradiger Lethargie mit den Zahkorangegangener Studien
ungefahr Gberein. BERNABE et al. berichten von 35LONDON et al. von
35,6 % der Hunde, die ein reduziertes Allgemeimukfn entwickelten. In der
Studie von YANCEY et al. konnte gezeigt werden, sd&82 % eines
radioaktivmarkierten Toceranibs, namlicti(]-Toceranib, bei caninen Patienten
mit dem Kot ausgeschieden werden, nur 7 % konnterUrin nachgewiesen
werden, was durch eine vorwiegend hepatisgbarance bedingt ist (YANCEY
et al., 2010a; YANCEY et al., 2010b). Da bisheridgbhend keine Studien bei
Katzen erfolgten, kann nur vermutet werden, das3\dekstoff bei dieser Tierart
ahnlich metabolisiert wird, was wiederum die bei Patienten (22,2 %)
aufgetretene hochgradige ALT-Erhdhung erklaren k&nnLONDON und
Kollegen berichten von 21 Hunden (24,1 %) mit ALiIk&hung, wobei nur einer
der Patienten eine Grad 4-Erhdhung aufwies (LONDE&Nal., 2009). Eine
frhere Studie, die ebenfalls von LONDON et alrathgefiihrt wurde, zeigte bei
2 der 47 behandelten Hunde eine ALT-Erhdhung ohnamitd
zusammenhangender spezifischer Symptome, die obgkche Intervention
wieder sank (LONDON et al., 2003). In der Studim\BERNABE et al., in der
die Effektivitat niedrigerer Dosierungen des Toodra untersucht wurde, kam es
bei 9 von 40 Hunden zu einer Erh6hung des Lebereszei 2 der Tiere war sie
Grad 3 bzw. 4 entsprechend erhdht (BERNABE et 2013). Aufgrund des
vergleichsweise héheren Anteils schwerwiegender -&fithungen kénnte eine
ausgepragtere Hepatotoxizitat des TKI bei Katzemmu#et werden. Zur
letztlichen Klarung mussten jedoch weitere Studidnnsichtlich der
Pharmakokinetik und -dynamik mit gro3eren Patierdbten erfolgen. Der
Stammzellfaktorrezeptor Kit wird physiologisch vorhdmatopoetischen
Progenitorzellen exprimiert (BESMER, 1991), so daisg Zytopenie, wie die bei
5 Katzen (27,8 %) gemessene milde Neutropenie hzmphozytopenie zu
erwarten waren. LONDON et al. berichten allerdinga einer héheren Inzidenz
(46,0 %) an Neutropenien (LONDON et al., 2009). Bibsierungen zwischen
2,35 und 2,89 mg/kg jeden zweiten Tag wie BERNABEle sie anwendeten,
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traten ahnliche Zellzahlreduktionen auf. Zwanzig 4@ Hunde entwickelten eine
milde, ein weiterer eine moderate Neutropenie (BEBHE et al., 2013). Dies
lasst vermuten, dass Toceranib bei felinen Patiertee weniger ausgepréagte
myelosuppressive Wirkung aufweist, als es bei Hardler Fall ist. Nur eine der
18 Katzen entwickelte milde, selbstlimitierende thae, was mit Ausnahme der
Anorexie die einzige gastrointestinale Nebenwirklotigb. Im Gegensatz dazu
fuhrte Toceranib bei etwa der Halfte der Hundep di®i 52,5 % der von
BERNABE et al. und bei 46 % der von LONDON et ahbhndelten Hunde zu
Diarrhoe (LONDON et al.,, 2009; BERNABE et al.,, 2013 letztgenannter
Studie fuhrte die Therapie bei 12,6 % der Tiereasogu Hamatochezie,
gastrointestinalen Blutungen und/oder hamorrhagis@iarrhoe (LONDON et
al., 2009). Dabei muss beachtet werden, dass ds dabei um haufige
paraneoplastische Syndrome von Mastzelltumorendigrdkr Neoplasie, die in
dieser Studie behandelt wurde. Somit kann nichiesidifferenziert werden, ob
diese Symptome medikamenteninduziert oder durchGdiendkrankheit bedingt
waren. Allerdings fiuihrte das Medikament bereitslén Dosisfindungsstudie von
2003, bei der Hunde mit verschiedensten Tumorekknagen behandelt wurden,
zu milden bis moderaten gastrointestinalen Nebdungen, wenn es taglich
verabreicht wurde. Diese Symptome persistierteneimzelnen Féllen trotz
supportiver Therapie, was die Arbeitsgruppe am tehesauf anhaltende
Wirkstoffspiegel des SU11654 zurtckflihrte (LONDON a., 2003). Da die
gastrointestinale Schleimhaut auch durch anderé&sfdife, wie Nichtsteroidale
Antiphlogistika oder Kortisonpréaparate, sehr sesisilbeagiert und schnell
geschadigt werden kann, vermuten die Autoren den a@loifgefihrten Studie, dass
auch die durch Toceranib hervorgerufene Mukosasghad durch eine
Beeintrachtigung der Blutversorgung der Schleimhbeatlingt ist. Doch, so
postulieren die Autoren weiter, auch eine Dysfumktder Kit-abhangigen Kajal-
Zellen konnte zu einer Hypermotilitat und letztlioh Diarrhoe fihren (LONDON
et al., 2003). Bei einer der 18 inkludierten Katzemrden in der Vergangenheit
geringgradige Azotamien gemessen. Da zum Zeitpdekt Studienbeginns die
Nierenwerte in dem fur die Studie vorgegebenen iBeriagen, wurde die TKI-
Therapie begonnen. Diese Katze entwickelte eine h&ooach Beginn der
Tablettengabe eine Grad-2-Kreatininerh6hung, daogh bereits eine weitere
Woche spater wieder auf die initialen Werte abs&tikhtsdestotrotz wurde die

Dosierung um 36% auf 2,4mg/kg reduziert. An Tagkd2nten letztlich sogar
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niedrigere Werte als vor Beginn der Medikation gese& werden. Auch 4 der 47
Hunde der Dosisfindungsstudie von LONDON und Kalegntwickelten eine
Azotamie durch die SU11654-Therapie, wobei betortden muss, dass alle
diese Tiere an Vorerkrankungen litten, die diesboraerdanderungen ebenfalls
bedingt haben kdonnen. Und &ahnlich wie auch bei liien behandelten Katzen
kam es zu keiner Verschlechterung der Werte im e¢adér TKI-Therapie
(LONDON et al., 2003). Die eine der 18 Katzen, dleceranib taglich, anstatt
alle 2 Tage verabreicht wurde, zeigte in den er&tefagen der Therapie eine
deutlich reduzierte Futteraufnahme, prasentieth danach jedoch sowohl den
Besitzern als auch in den Kontrolluntersuchungemdei von ungestortem
Allgemeinbefinden. Aufgrund von PD wurde die Theeagn Tag 21 beendet. Es
kann somit nur vermutet werden, dass die taglichglikation von Toceranib von
Katzen, zumindest Uber einen kurzen Zeitraum, gldriert wird. Wobei auch
hier far eine konkrete Schlussfolgerung Untersugemn mit groéReren
Patientenzahlen nétig sind. Acht der 10 Hunde, Tdieeranib taglich erhielten,
entwickelten Anorexie, 50 % Diarrhoe (LONDON et, a2003). Dies lasst
vermuten, dass Katzen eine bessere Vertraglichffegentiber frequenteren
Applikationsintervallen aufweisen. Ob dies durcheeschnellere Metabolisierung
bedingt ist, bleibt zu klaren. Allerdings geht ales Studie von LONDON et al.
nicht hervor, zu welchem Zeitpunkt der Therapie dmeschriebenen

Nebenwirkungen auftraten.

2. Masitinib-Monotherapie beim caninen epitheliotropen
Lymphom

Aufgrund der relativen Seltenheit der CETL gibt msr wenige prospektive
klinische Studien zu deren Therapie und oft werdee, auch in dieser Studie,

nur kleine Fallzahlen erreicht.

Im Gegensatz zu einer Studie von LONDON und Koltege der der TKI

SU11654 bei 6 Hunden mit CETL verwendet wurde uawhit lediglich eine SD
erreicht werden konnte (LONDON et al., 2003), dteidMasitinib in unseren
Untersuchungen vielversprechende Ergebnisse. Didigser Studie erreichte
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Ansprechrate von 70 % ist mit dem Erfolg anderedid@mente vergleichbar. So
erreichten Williams und Kollegen durch den Einsatazn Lomustin einen
messbaren Tumorrickgang bei 78 % der Hunde (WILLBAMLt al., 2006).
RISBON und Kollegen erreichten mit dem gleichen RAtioff sogar eine
Ansprechrate von 83 % (RISBON et al., 2006). Aliegs handelt es sich in
beiden Studien um retrospektive Auswertungen. zlisétwurden einige Hunde
gleichzeitig auch mit Cortisosteroiden behandelisvdas Ansprechen in einer
Neoplasie wie dem CETL, die sehr haufig mit debigic Entzindungsprozessen
einhergeht, positiv beeinflusst haben koénnte. Diediane Zeitspanne des
Ansprechens von 85 Tagen ist mit den oben genar8tigien vergleichbar, bei
denen die Tumoren nach 106 (WILLIAMS et al., 20b8)v. 86 Tagen (RISBON
et al.,, 2006) wieder an GroRe zunahmen. Der Einsaiz PEGyliertem
Doxorubicin bei 9 an CETL erkrankten Hunden zeigitge Gesamtansprechrate
von 44 % (VAIL et al.,, 1997), so dass Masitinib Wotlieser Therapie
vorzuziehen wére. Auch die Verwendung von PEGwielt-Asparaginase fluhrt
nicht zu mit Masitinib oder Lomustin vergleichbafergebnissen. MORIELLO et
al. setzen es bei 9 Hunden mit CETL ein und erteicHediglich partielle
Remissionen, die in der Mehrzahl der Falle aucltnmion langer Dauer waren
(MORIELLO et al., 1993). Ein weiterer Nachteil dbeiden oben genannten
Zytostatika ist ihr grof3es Nebenwirkungspotenzsal.wurden bei 86 % der von
WILLIAMS und Kollegen behandelten Hunde erhthte éemzyme gemessen,
aulBerdem kam es bei 29 und 22 % der Hunde zu Blgelosuppression bzw.
gastrointestinalen Symptomen. Ahnliches zeigte sigh in der Studie von
RISBON und Kollegen, die ebenfalls von einer Myalgsression in 21 % ihrer
Patienten berichten. Allerdings belief sich hiere dRate der Hunde mit
Leberenzymerhdhungen lediglich auf 42 % (RISBON att 2006). Das
PEGylierte liposomale Doxorubicin ist im Gegensaam ungebundenen
Doxorubicin weniger cardiotoxisch und wirkt selekti auf bestimmte
Tumorzellen, doch bei ungefahr 25 % aller behaedelHunde tritt das
sogenannte Hand-FuR-Syndrom, die palmar-plantaythiedysasthesie auf, die
oft eine Dosisreduktion erfordert oder den weitei&nsatz sogar unmoéglich
macht (VAIL et al., 1997).

Mastinib weist eine deutlich hohere Effektivitat Ijech unbehandelten caninen

Mastzelltumoren auf, das bewiesen die Untersuchurnga HAHN und Kollegen
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von 2008 (HAHN et al., 2008). Ahnliche Beobachtumdennten auch in der
Studie dieser Arbeit bei der Behandlung von CETmgeht werden. So waren
alle 3 Hunde, die keinerlei Ansprechen auf den Z&igten, bereits vorbehandelt.
Im Gegensatz dazu handelte es sich, mit Ausnahmes d?atienten, bei allen
Hunden, deren Tumoren eine Gréf3enreduktion zeigtenchemotherapie-naive
Tiere. Die Ursache dafir kann jedoch nicht evatwesrden, da keine weiteren
Biopsien aus den Tumoren nach der Therapie mit tM#sientnommen wurden
und so nur IHC-Ergebnisse von untherapierten Tumegliegen. Man kénnte
vermuten, dass das schlechtere Ansprechen durcerémgen der Expression der
Wachstumsfaktor-Rezeptoren sowie deren Bindungsgahtervorgerufen wurde.
Allerdings konnen zytotoxische Substanzen in vieldteoplasien zu
Medikamentenresistenz oder aber zur Selektion tesges Subklone der
Tumorzellen fuhren. Die sogenanmtelti drug resistance (MDR) kann sich in
Tumorzellen nach Exposition zu einem bestimmten ikdedent ausbilden und
dann zu Kreuzresistenzen gegen andere Pharmalenfidie sich in Struktur und
Wirkmechanismus vollkommen von der anfanglich vesaihten Substanz
unterscheiden (KRUH & BELINSKY, 2003; HAIMEUR A,0R4). Werden
menschliche Leukamie-Zelllinien mit Zytostatika, ewizum Beispiel dem
Anthracyclin Doxorubicin behandelt, kann es zur Bilssing einer MDR durch
die Uberexpression des MDR 1-Gens kommen (MAHOBI.¢t2003). Dieses P-
Glycoprotein oder ABCB1 (ATP-binding cassette tmorser B1l), eine
Effluxpumpe auf der Zelloberflache, reduziert digrazellulare Akkumulation
und Verteilung cytotoxischer Medikamente (WOLKING &., 2015). In der
Studie von MAHON et al. zeigten die mit Doxorubisiorbehandelte Zelllinien
eine Kreuzresistenz zu Imatinib, die durch den fe@rotein-Modulator
Verapamil riickgangig gemacht werden konnte (MAHQIdIe 2003) Allerdings
konnte die niederlandische Arbeitsgruppe um ZANDETLI beweisen, dass
Masitinib das P-Glycoprotein inhibieren und damie dResistenz maligner
Lymphome gegentiber Doxorubicin in caninen lymphoidelllinien riickgangig
machen kann (ZANDVLIET et al., 2013). THAMM und Kegen wiesen eine
durch Mastinib hervorgerufene Sensibilisierung alem von Blasenkarzinom-
und Hamangiosarkom-Zelllinien gegentber Doxorubitath, postulierten aber
auch, dass die Kombination beider Medikamente g¥fdiei der Behandlung von
B-Zell-Lymphomen sein kénnte, wobei in ihrer Studiar eine vergleichbar

geringe Sensibilisierung durch Masitinib gezeigrdesm konnte (THAMM et al.,
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2011). Letztlich fehlt es am-vivo-Studien, die die Resistenzmechanismen von
Masitinib besser beleuchten. Neben der erworbenasisienz gibt es
nachweislich auch Neoplasien, die eine sogenanmte povo“-Resistenz
gegenuber TKI aufweisen, so dass eine Therapieaufigrund der biologischen
und genetischen Voraussetzungen des Tumors eidentirksam sein musste,
versagt (GARRAWAY & JANNE, 2012). In der hier bésebenen Studie
wurden keine Untersuchungen hinsichtlich mdglichdutationen der
Tumorkinasen vorgenommen. Von caninen Mastzelltemareil3 man, dass die
meisten c-Kit Mutationen an Exon 11 auftreten, daakh Exon 7 und 8, sowie
17 sind haufiger betroffen (PRYER et al., 2003; MRD et al., 2008). Durch
diese Mutationen kommt es zu einer Wachstumsfaktiabhangigen
Proliferation, die in einzelnen Zelllinien auch euwner verminderten Sensibilitat
gegenuber TKI fuhren kann (LETARD et al., 2008)dér Humanmedizin konnte
bereits bewiesen werden, dass gastrointestinalmate Tumoren (GIST) mit Kit-
Mutationen an Exon 11 ein besseres AnsprecheniT&l-Therapie zeigen als
solche mit Mutationen an Exon 9 oder GIST ohneigbgl Kit- oder PDGFR-
Mutation (HEINRICH et al., 2003). Alle bis auf eiff@morbiopsie dieser Studie
wiesen eine schwache bis starke Expression von PDG@Hf, wobei das
Ansprechen unabhangig von der Starke der Expressi@m Moglicherweise
beeinflussten jedoch die unterschiedlichen Mutatonster den Therapieerfolg.

Die immunhistochemische Darstellung von Kit und HIRG der beiden
vorwiegend durch Masitinib inhibierten Tyrosinkieas und deren Liganden in
den Tumorbiopsien der Hunde dieser Studie solléeeki, ob diese Rezeptoren
und ihre Bindungspartner in den Proben vorhandend,sium den
Wirkmechanismus weiter zu erortern. Allerdings kiennin keiner der
untersuchten Biopsien eine Kit-Expression nachgssviewerden. Daraus kann
geschlossen werden, dass Kit, wenn Gberhaupt,imeiisehr untergeordnete Rolle
in der Pathogenese der CETL spielt. Zu &hnlichegelamissen kamen auch
GIANTIN et al. bei ihrer Untersuchung von caninggmiphomen und Leukamien
auf die Expression von Kit. In blastischen Lymphomend undifferenzierten
Leukdmien kann h&aufiger die Expression des Rezeptachgewiesen werden
(GIANTIN et al., 2013), wohingegen nur ein einzelneallbericht von der
Exprimierung des Rezeptors bei einem Hund mit CBé&tichtet (SHIOMITSU
et al., 2012). Diese Beobachtungen werden von &tudus der Humanmedizin
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unterstitzt. Hier wird Kit vorwiegend von hamatopsehen Tumoren aus
undifferenzierten Vorlauferzellen und nur seltennvdeoplasien, die aus
ausgereiften hamatopoetischen Zellen entstehemjnaep (GIANTIN et al.,
2013). Kutane Lymphome des Menschen weisen nuQibi8 50 % aller Falle
eine Kit-Expression auf (BRAUNS et al., 2004). Eweitere humanmedizinische
Studie, bei der 168 CD3Q@ymphome, darunter auch 15 anaplastische groBeelli
Lymphome untersucht wurden, wies nur selten dier&sgion des Kit-Rezeptors
nach (RASSIDAKIS GZ, 2004).

Da Masitinib neben Kit und PDGFR auch die Aktiviggitderer RTK, namlich die
Lymphocyte-specific kinase (Lck), dasLck/Yes-related protein (LYn), den FGFR3
and dieFocal Adhesion Kinase (FAK) hemmen kann (MARECH et al.), kbnnte
vermutet werden, dass diese fir die Wirkung des iRKCETL verantwortlich
sind. Interessanterweise wurde, mit Ausnahme vaenej in allen Hunden, die
auf die Therapie ansprachen, eine SCF-Expressidmgeaviesen. Bei den beiden
Hunden mit PD, deren Biopsien untersucht werdemtem verlief der Nachweis
des Rezeptors negativ. Einer dieser beiden Huntde var Entnahme der Biopsie
einmalig eine Kortisoninjektion erhalten, so dasesdmdglicherweise die
Expression des Wachstumsfaktors und somit auch Afesprechen auf die
Therapie beeintrachtigt haben kdnnte. SCF ist mantBindungspartner von Kit,
sondern weist auch synergistische Effekte auf andéachstumsfaktorrezeptoren,
wie den Erythropoetin- und den IL-3-Rezeptor aufd ukann damit deren
Phosphorylierung beeinflussen (LIU et al.,, 1994; WUal., 1995; JACOBS-
HELBER et al., 1997; SUI et al., 1998). In der Hummeedizin konnte bereits
gezeigt werden, dass Lck zusammen mit anderen Reeapdie Apoptose von
Lymphomzellen beeinflusst (PATERSON et al., 200N beurteilen zu kénnen,
ob der SCF und Lck beziehungsweise auch andereal@igge, die weder Kit-
noch PDGFR-abhangig sind, einen Einfluss auf dieeSe von CETL und damit
auch auf die Wirkweise von Masitinib haben, sinditere Studien notig.
Entztndliche Prozesse kdnnen zu einer Hochregulattos PDGFR3-Expression
fuhren, wahrend der Rezeptor unter physiologischemstanden nur in sehr
geringem Mal3 exprimiert wird (RUBIN et al., 1988)a CETL in der Regel mit
deutlichen entzindlichen Prozessen einhergehem avAerwarten gewesen, dass
die Immunhistologie diesen Rezeptor in vielen Tuenomachweisen werde.

Widererwartend konnte jedoch nur in einer Probee estark positive Reaktion
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gesehen werden, ansonsten fiel die Untersuchungasthpositiv oder, in der
Mehrzahl der Biopsien, negativ aus. Aus den Untdmsagen der in dieser Arbeit
aufgefuhrten Studie kann der Schluss gezogen weress PDGFR-und sein
Ligand, wenn uberhaupt, nur einen geringfligigenfléss auf die Pathogenese
von CETL hat. Dies wird durch die Tatsache bestatkss der Hund, bei dem
mittels Masitinib eine CR erreicht werden konnteder PDGFR3, noch PDGF-
BB exprimierte. Da 5 der untersuchten Tumoren estark positiven, 2 weitere
einen schwach positiven Nachweis von PDGFReferten, kbnnte dies einen
potenziellen Angriffspunkt flr Masitinib darsteller\llerdings zeigte auch 2
Tumoren mit PD eine starke Expression des Rezept@s diese Theorie wieder
in Frage stellt. Da in dieser Studie jedoch nuo@ 8 bekannten PDGFR und nur
2 von 5 ihrer Liganden immunhistochemisch unterswalrden, kann nur eine
eingeschrankte Aussage Uber den Einfluss dieseh$uaunsfaktoren getroffen
werden. Gerade PDGF-AB kann einen starkeren mutodis und chemotaktischen
Effekt hervorrufen als PDGF-AA und —BB. Eine Voraetzung fir diesen Effekt
ist jedoch das Vorliegen von PDGFR4Nd $ in gleicher Menge (HEIDARAN
et al., 1991; RUPP et al., 1994). In der Immunluiséanie konnte jedoch nur in

einer Probe eine starke Expression beider Rezeptm®ehen werden.

Nicht nur eine Tumorregression, sondern auch eiradiakon Kklinischer

Symptome ist von grof3er Bedeutung in der antinetigizhen Therapie. Vor
allem Letzteres nimmt in der Veterinarmedizin afth einen héheren Stellenwert
ein. Dies zeigte sich auch an einem der Studiersaukd entwickelte nach 2
Monaten mit Masitinio PD. Da seine Hautverandermngavar an Grol3e

zunahmen, sich jedoch weiterhin trocken und reizind nicht mehr exsudativ
und juckend prasentierten, beschlossen die Besitaexeiterhin mit dem TKI zu

therapieren. In der Analyse von FONTAINE et al.gteisich, dass 40 % der
Hunde mit CETL an Pruritus leiden, noch mehr Tieerden mit Erosionen (60
%) und krustigen Veranderungen (46,6 %) vorgestE@NTAINE et al., 2010).

Die mit den Hautveranderungen assoziierten Symptateden eine grole
Belastung und Einschrankung der LebensqualitatHierde dar und flhren in
nicht wenigen Féllen dazu, dass die Tiere euthartaserden. Daher kdnnte sich
Masitinib maoglicherweise auch zur Palliativtheragignen. Diese These wird
durch die Ergebnisse der Studie von CADOT et alengtiitzt. Hier wurde der

TKI bei caniner atopischer Dermatitis eingesetat tiithrte zu einer signifikanten
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Besserung der Symptome im Vergleich zur Kontrolge, die ein Placebo
erhielt (CADOT et al., 2011). Zusatzlich konnte,ewbereits in friheren
Abschnitten dieser Arbeit erwdhnt, nachgewiesen demr dass mehrere
Neoplasien, wie die Mastitis karzinomatosa oderlirmlattenepithelkarzinome
des Planum nasale, die oft mit deutlichen entzéhdh Veranderungen
einhergehen, ein Ansprechen auf den TKI Toceraeigen (LONDON et al.,
2012). Bisher wurde postuliert, dass diese Effekie der antiangiogenetischen
Wirkung durch die Blockade des VEGFR beruhen, dadr tatséachliche
Wirkmechanismus von TKI in Kit-unabhangigen Tumotemnte bisher nicht
dargestellt werden. Anhand der oben genannten Asp@hknte vermutet werden,
dass TKI generell und unabhangig von VEGFR einesitipen Einfluss auf
entzindliche Neoplasien haben kdnnten. Zur Bestédgjglieser These sind jedoch

weitere Studien notig.

Es traten nur wenige und vorwiegend milde Neberwigen bei den hier
behandelten Hunden im Zuge der Masitinibtherapie Ries war aufgrund der
Ergebnisse von HAHN und Kollegen zu erwarten (HAHN al., 2008).
Allerdings wurde einer der Hunde aufgrund von satwiegender Diarrhoe als
Nebenwirkung der Medikation euthanasiert. Es kOmlatieer zu beflrchten sein,
dass eine Kombination des TKI mit Chemotherapeutdka schlimmeren
Nebenwirkungen fuhren konnte. Die Ergebnisse vomMGHELL et al. zum
Einsatz von Cyclophosphamid zusammen mit Toceramitlerlegen diese
Befurchtungen nur teilweise, da sie in ihrer Studielophosphamid nur in der
fur eine metronomische Therapie Ublichen niedrif@sierung verabreichten.
Dabei traten ausschlief3lich milde bis moderate Nefr&ungen auf (MITCHELL
et al., 2012). Ahnliche Beobachtungen machten auUGINDON et al., die
Toceranib mit dem nicht-steroidalen AntiphlogistikuPiroxicam und niedrig
dosiertem Cyclophosphamid bei Hunden mit Osteosaegko die bereits
Carboplatin erhalten hatten, einsetzten. Hier tratgar in der Toceranib-Gruppe
signifikant haufiger Nebenwirkungen auf als in d@ntrollgruppe, doch diese
waren in der Regel mild (LONDON et al., 2015). Zwad#tinib gibt es bisher
keine Studien, die die Kombination mit anderen Madienten in vivo

untersuchten.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Sowohl feline Injektionsstellen-assoziierte Sarkdifielne injection site sarcoma
(FISS)) als auch canine epitheliotrope T-Zelllympigo (CETL) stellen in der
Veterinarmedizin eine therapeutische Herausfordgar. Diemolecular target
therapy hat in den vergangenen Jahren immer mehr an Bewgpaugenommen.
Und Toceranib und Mastinib sind die ersten Wirkigtofdie explizit fur die

Behandlung von Krebserkrankungen bei Tieren zugetas/urden.

Die in dieser Arbeit aufgefihrten Studien zum Eims&n Toceranib bei nicht

resezierbaren FISS und von Mastinib bei CETL eftiteac eher enttduschende
Ergebnisse hinsichtlich der Tyrosinkinaseinhibitor@Kl)-Therapie des FISS,

doch Masitinib scheint ein vielversprechendes Ra@kefir die Behandlung von

CETL zu haben.

Aufgrund der mit dieser Studie gezeigten relativtegu Vertraglichkeit von
Toceranib bei Katzen eignet sich das Medikament licttgyweise dazu in
anderen felinen Neoplasien oder bei Katzen mit Fi@Snur noch residualer
post-operativer Tumorbtrde eingesetzt und auf sEfifiektivitat hin untersucht
zu werden. Die Erwartungen an einen therapeutischeffiekt bei

makroskopischen Tumoren des FISS wurden leidet eictllt.

Da auch bei den Hunden durch die Behandlung mititMds nur wenige
Nebenwirkungen auftraten und sowohl komplette alshgoartielle Remissionen
erreicht werden konnten, erweist sich Masitinib effektives Therapeutikum bei
CETL und koénnte sich zudem zur Integration in einemultimodalen

Therapieansatz bei CETL eignen.

Mittels immunhistochemischer Untersuchung der Tumaopsie konnte gezeigt
werden, dass Kit weder in FISS noch in CETL eints@reidende Rolle der in
Tumorgenese der Neoplasien spielt, da der Rezépt&einer einzigen Probe
nachgewiesen werden konnte. Auch der Einfluss deter@n untersuchten
Rezeptortyrosinkinasen (RTK), wie deptatelet-derived growth factor receptor
(PDGFR) unddem vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) muss,
anhand der vorliegenden Daten als eher zweifekiafjestuft werden. Da kein
Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf die Tibenap der Expression
der Rezeptoren gesehen werden konnte.
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Allerdings durfen hier, aufgrund der Limitationeaider Studien keine voreiligen
Schlisse gezogen werden. So wurde in beide Untaragen nur eine relativ
geringe Zahl an Tieren mit heterogener Prasentatiorer Neoplasien
eingeschlossen. Die Effektivitat des Masitinibdier Therapie des CETL miusste

in einer placebokontrollierten Doppelblindstudiestfirift werden.



VI. Summary 108

VI. SUMMARY

Feline injection site sarcoma (FISS) and canin¢hepotropic T-cell lymphoma
(CETL) are still a therapeutic challenge in vetarinmedicine. Molecular target
therapy has distinctly gained in importance in dogizal practice over the last
few years. Masitinib and Toceranib are the firstivec agents approved of

treatment of veterinary cancer patients.

The two clinical trials presented in this work, @stigating efficacy and side
effects of toceranib in FISS and masitinib in CESHowed disappointing results

in FISS, but tends to have promising potentiattfeatment of CETL.

Since toceranib has been well tolerated by thosetmzated in this study, it could
possibly be used in other feline neoplasia or its caith FISS with only
microscopic tumor residues. Further clinical trial® necessary to support this
thesis. Expectations regarding its therapeuticceffen macroscopic disease of
FISS were belied.

There were only few and mainly mild side effectersén the dogs treated with
masitinib. But since complete remission (CR) wakiexed in a few cases and
most dogs showed partial remission (PR), masitmédy be qualified to treat
CETL and for integration into a multimodal theragpncept for CETL.

Immunohistochemistry of biopsies from both, FISSI &ETL proved that Kit
does not seem to have any impact on tumorigenesiese neoplasia, since none
of the tumor specimens showed expression of tlugpter. The influence of the
other receptor tyrosine kinases (RTK) evaluatedscutar endothelial growth
receptor VEGFR and platelet-derived growth facemeptor (PDGFR) seems also
doubtfull. Since there was no correlation betweesponse to therapy and the

expression of these receptors detected.

However, these results need to be interpreted aaitition due to the limitations of
the studies, given the fact that only heterogenesmsll groups of patients were
treated. Therefore, further investigations are edeid substantiate the findings
and elucidate the pathways by which toceranib aasitmib act against FISS and
CETL, respectively. And efficacy of mastinib indtang CETL should be proven
bei placebo-controlled double-blinded studies.
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