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I.

EINLEITUNG

Hamangiosarkome (HSA) sind hochmaligne mesenchymale Tumoren, welche 2 %
aller Hundetumoren ausmachen (Vail und Withrow, 2019). Sie werden vor allem
in der Milz und insbesondere bei groflen (median 26-29 kg) und élteren (median 10
Jahre) Hunden diagnostiziert (Brown et al., 1985; Mullin und Clifford, 2019; Smith,
2003). Von allen Weichteilsarkomen zeigen HSA der Milz die hochste
Metastasierungsneigung. Die Metastasierung erfolgt bevorzugt hidmatogen in
Lunge, Leber, Herz und anderen Organen sowie durch intrakavitdre Implantation
in die abdominalen serésen Hiute nach Ruptur des Milztumors (Alvarez et al.,
2013; Mullin und Clifford, 2019). Die klinischen Symptome nicht-rupturierter HSA
sind unspezifisch, hdufig kommt es jedoch zur Ruptur des Milztumors mit
Hamoabdomen, was in einem akuten Schwicheanfall bzw. hypovoldmischem
Schock resultiert (Batschinski et al., 2018; Mullin und Clifford, 2019). Therapie der
Wahl ist die Splenektomie, allerdings liegen die medianen Uberlebenszeiten
aufgrund der hohen Metastasierungsneigung bei nur ca. 2-3 Monaten (Kim et al.,
2007; Wendelburg et al., 2015; Wood et al.,, 1998). Zur Verbesserung der
Uberlebenszeiten (UZ) wird eine adjuvante Chemotherapie empfohlen (Batschinski
et al., 2018; Clifford et al., 2000; Ogilvie et al., 1996), doch auch diese verldngert
die medianen UZ nur auf ca. 5-8 Monate (Kim et al., 2007; Ogilvie et al., 1996;
Sorenmo et al., 2004; Wendelburg et al., 2015). Aus diesem Grund wurden bereits
frith auch adjuvante immuntherapeutische Behandlungsstrategien verfolgt. Die
bislang lingsten beschriebenen UZ von Hunden mit HSA der Milz konnten mit
einer Kombination aus Chemotherapie, (Doxorubicin (DOX)/Cyclophosphamid
(CTX)) und Immuntherapie mit dem Makrophagenaktivator ,,Liposomales
Muramyltripeptid Phosphatidylethanolamin ““ (L-MTP-PE) erreicht werden (Vail et
al., 1995).

Seit einigen Jahren wird in Deutschland von der Firma PetBioCell eine autologe
dendritische Zelltherapie (DCT) fiir die Tumorbehandlung bei Tieren kommerziell
angeboten. Aus dem eingesandten Patientenblut werden Monozyten isoliert und
mithilfe von Zytokinen zu dendritischen Zellen (DC) gereift. Diese werden dem
Patienten anschlieSend intradermal injiziert
(“https://www.petbiocell.de/dendritische-zelltherapie™). In einem Kongressbeitrag

berichtet PetBioCell bei 10 Hunden mit HSA der Milz nach Splenektomie und



I. Einleitung 2

adjuvanter Behandlung mit DCT von einer medianen UZ von 458 Tagen (Grammel,
2016), was die bisher in der Literatur beschriebenen UZ von Patienten mit
adjuvanter Chemotherapie deutlich iibertrifft. Allerdings wurden bislang keine
Arbeiten in peer-reviewed Fachzeitschriften verdffentlicht, die die Wirksamkeit

dieser Therapie beim HSA der Milz des Hundes wissenschaftlich belegen.

Primires Ziel dieser klinischen Studie war es deshalb, anhand einer prospektiven,
placebokontrollierten Doppel-Blind-Studie die Wirksamkeit der DCT der Firma
PetBioCell bei Hunden mit nicht-metastasiertem HSA der Milz zu {iberpriifen.
Zudem sollten eventuelle Nebenwirkungen nach Injektion einer DCT beschrieben

und mit einer Kontrollgruppe verglichen werden.
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II.

LITERATURUBERSICHT
1. Canines Himangiosarkom der Milz
1.1. Ursprungszelle und Onkogenese von HSA

Frither ging man davon aus, dass HSA durch die maligne Transformation von
Endothelzellen entstehen. Neue Erkenntnisse der letzten Jahre legen die Vermutung
nahe, dass die Tumorerkrankung aus pluripotenten Stammzellen des
Knochenmarks hervorgeht. Diese migrieren zu vaskularisierten Bereichen und es

kommt zur malignen Entartung (Kim et al., 2015; Lamerato-Kozicki et al., 2006).

1.2. Epidemiologie

HSA machen 2 % aller Hundetumore aus (Vail und Withrow, 2019), treten am
hiufigsten in der Milz, aber auch im rechten Herzvorhof, in der Leber, Haut,
Unterhaut und Muskulatur auf (Griffin et al., 2021). In einer Untersuchung von
Eberle et al. (2012) waren ca. 50 % aller Milztumoren maligne, davon waren 73,5
% HSA. Hingegen wurde in einer anderen Untersuchung bei nicht-rupturierten
Milztumoren nur in 29,5 % der Fille eine maligne Neoplasie diagnostiziert, bei 58
% handelte es sich um ein HSA (Cleveland und Casale, 2016). Epidemiologisch
wird hédufig auf die doppelte 2/3-Regel hingewiesen (Davies and Taylor, 2020;
Mullin und Clifford, 2019). Diese besagt, dass 2/3 aller rupturierten Milztumoren
maligne sind und dass es sich bei 2/3 dieser um HSA handelt. Allerdings wird diese
Regel kontrovers diskutiert. Schick und Grimes (2022) beispielsweise

diagnostizierten bei fast 90 % der rupturierten malignen Milztumore HSA.

1.3. Atiologie

Die genaue Ursache fiir die Entstehung eines HSA ist weiterhin unklar. Es wird ein
komplexes multifaktorielles Geschehen vermutet. Bestimmte Rassen wie z. B.
deutsche Schiferhunde, Retriever (Golden und Labrador Retriever) sind in vielen
Studien iiberreprisentiert (Griffin et al., 2021; Mullin und Clifford, 2019), weshalb
auch eine genetische Komponente angenommen wird. Insbesondere éltere (median
10 Jahre) und grofBere Hunde (median > 25 kg) erkranken an HSA (Carnio et al.,
2020; De Nardi et al., 2023; Sherwood et al., 2016). Ein weiterer vermuteter Faktor
ist der hormonelle Status des Hundes, da Studien ein erhohtes Risiko fiir diese

Erkrankung bei kastrierten Patienten zeigen (Carnio et al., 2020; Prymak et al.,
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1988; Robinson et al., 2020). In einigen Studien waren méannliche Hunde
tiberreprisentiert (Brown et al., 1985; Schultheiss, 2004). Umweltfaktoren, wie z.
B. vermehrte Exposition von UV-Licht bei v. a. hellen und kurzhaarigen Hunden
wird bei der Entstehung kutaner HSA diskutiert (Mullin und Clifford, 2019). Seit
Kurzem riicken auch infektiose Erkrankungen (z. B. Bartonella spp.) als Ursache

fiir die Entstehung von HSA niher in den Fokus (Kim et al., 2015).

14. Biologisches Verhalten

HSA der Milz sind hochmaligne Tumoren, die zu einer frithzeitigen Metastasierung
neigen. Diese erfolgt insbesondere himatogen oder intrakavitdr nach Ruptur des
Milztumors. Am héufigsten treten Metastasen in Leber, Herz und Lunge sowie als
Implantationsmetastasen auf den serésen Hiauten des Abdomens auf (Griffin et al.,
2021). Zudem neigt der Tumor zur Metastasierung in die graue Substanz des
Gehirns (Waters et al.,, 1989). Bei Hunden mit HSA wurde ein zeitgleiches
Auftreten einer Masse am rechten Herzvorhof und der Milz beschrieben. Bei

Boston et al. (2011) fand sich dies bei 8,7 % der Fille.

Zudem stellen HSA der Milz die hédufigste Ursache fiir einen nicht-traumatischen

Hémaskos dar (Eberle et al., 2012; Hammond und Pesillo-Crosby, 2008).

1.5. Klinik und Laborbefunde

Bei nicht-rupturierten Tumoren sind die Symptome unspezifisch (Griffin et al.,
2021). Die Patienten konnen aufgrund von Lethargie, Schwiche, Inappetenz,
Gewichtsverlust oder gastrointestinaler Symptome (Vomitus, Diarrhoe) vorgestellt
werden. Am hiufigsten ist ein akuter Schwicheanfall oder ein hypovoldmischer
Schock, bedingt durch die Ruptur des Milztumors mit nachfolgender
intraabdominaler Blutung (Mullin und Clifford, 2019). In der klinischen
Untersuchung konnen bei diesen Patienten blasse Schleimhéute, Hinweise fiir eine
Hypovoldmie, ein umfangsvermehrtes (ggf. undulierendes) Abdomen oder

Arrhythmien auffallen.

In der Hamatologie fallen v. a. eine Andmie (meist regenerativ oder bei akuter
Blutung noch aregenerativ), eine Thrombozytopenie und/oder eine Neutrophilie
auf. Bei weiterer Abkldrung des Gerinnungsstatus kann eine disseminierte
intravasale Gerinnungsstorung (DIC) diagnostiziert werden (Hammer et al., 1991;
Maruyama et al., 2004). Die Blutchemie ist meist unspezifisch verdndert, hdufiger

zeigt sich eine Hypoalbumindmie oder erh6hte Leberenzyme.
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1.6. Diagnose und Stadieneinteilung

Bei der Ultraschalluntersuchung des Abdomens lésst sich eine heterogene und oft
kaverndse Masse und ggf. anechogener Aszites nachweisen. Die Sonographie ist
zur Beurteilung der Dignitdt von Milzmassen allerdings nicht ausreichend
spezifisch. Yankin et al. (2020) befanden in ihrer Studie, dass groB3ere Milzherde
(1-2 cm), Aszites und > 1 ,,Target-Lisionen* hinweisend auf eine klinisch relevante
Erkrankung sein konnen. Weitere bildgebende Verfahren wie z. B. die
Computertomographie konnen insbesondere mittels der Kontrastmittelphasen auf
ein malignes Geschehen hinweisen, eine sichere Diagnose ist jedoch nicht moglich
(Kutara et al., 2017). Eine Feinnadelaspiration ist aufgrund der geringen Exfoliation
der Zellen, der Gefahr fiir Implantationsmetastasen und einer Tumorruptur nicht zu
empfehlen. Der Goldstandard zur finalen Diagnosestellung ist die pathologisch-

histologische Untersuchung des Milzherdes.

Vor Durchfiihrung einer Operation sollte ein Metastasenscreening erfolgen. Hierfiir
werden Rontgenaufnahmen des Thorax (in mindestens 2 Ebenen) und insbesondere
eine Beurteilung der Leber und der anderen Organstrukturen, einschlielich des
Omentums, im Rahmen der abdominalen Ultraschalluntersuchung empfohlen.
Haufig wird im Rahmen des Stagings auch eine Echokardiographie durchgefiihrt.
Diese Empfehlung beruht auf einer élteren Studie, bei der in 25 % der Félle von
Milz-HSA auch gleichzeitig eine Masse am rechten Herzvorhof auftrat (Waters et
al., 1988). Aufgrund der bereits erwidhnten neueren Studie von Boston et al. (2011),
welche ein 8,7 %-Risiko ermittelte, wird eine Echokardiographie im Rahmen des

Stagings seltener durchgefiihrt.

Nach definitiver Diagnose und dem Staging wird flir die HSA eine
Stadieneinteilung mittels TNM-Klassifikation durchgefiihrt (Vail and Withrow,
2019, s. Tabelle 1).
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Tabelle 1: Klinische Stadieneinteilung fiir canine HSA:

Primértumor (T)

T, makroskopisch kein Tumor

T, Tumor unter 5 cm Durchmesser und auf Milz beschrankt
T, Tumor > S5cm oder rupturiert

T, Tumor infiltriert umliegende Strukturen

Regionale Lymphknoten (N)

Ny keine Lymphknotenmetastasen nachweisbar
N, Metastase im regionalen Lymphknoten
N, Metastasen in entfernten Lymphknoten

Fernmetastasen (M)

M, keine Fernmetastasen nachweisbar
M, Fernmetastasen
Stadieneinteilung

StadiumI T, oder T,, Ny, M,
Stadium II T, oder T,, N, oder N, M,
Stadium IIT T, oder T;, jedes N, M,

1.7. Prognose

Die Prognose ist insgesamt sehr vorsichtig. Die medianen UZ nach alleiniger
Splenektomie liegen bei ca. 19-86 Tagen (Brown et al., 1985; Kim et al., 2007,
Prymak et al., 1988; Wood et al., 1998). Die 1-Jahres-UZ liegt bei unter 10 %
(Mullin und Clifford, 2019). Dies ist v. a. auf die meist bereits erfolgte
Mikrometastasierung zum Zeitpunkt der Diagnose zuriickzufiihren. Mit einer
adjuvanten Chemotherapie (meist anthracyclinhaltige Protokolle) ldsst sich die
mediane UZ auf 5-8 Monaten verbessern (Faulhaber et al., 2021; Wendelburg et
al., 2015).

Einige Studien zeigen eine Abhdngigkeit der Prognose vom Erkrankungsstadium
(Bray et al., 2018; Matsuyama et al., 2017; Wendelburg et al., 2015), wobei deutlich
lingere UZ von Patienten in den Stadien I und II im Vergleich zu Patienten mit
bereits erfolgter Metastasierung (Stadium III) beschrieben wurden. Allerdings
konnte diese prognostische Relevanz in anderen Studien nicht belegt werden

(Alvarez et al., 2013; Sorenmo et al., 2007; Wood et al., 1998).
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Als negativ prognostisch bewertet wird zudem das Vorhandensein einer Andmie
und/oder Thrombozytopenie zum Zeitpunkt der Diagnose (Masyr et al., 2021)
sowie die Notwendigkeit einer Bluttransfusion (De Nardi et al., 2023). Auch ein
erhohter mitotischer Index ist mit einer schlechteren Prognose verbunden (Kim et

al., 2007; Moore et al., 2017).

2. Therapie des caninen HSA der Milz

2.1. Chirurgie

Standardtherapie beim HSA der Milz ist die Splenektomie. Zum einen ist zur
sicheren Diagnose eine histopathologische Untersuchung der Milz notwendig, zum
anderen werden die erkrankten Hunde héufig im akuten Geschehen aufgrund eines
rupturierten Milztumors vorgestellt. Einzige lebensrettende Mallnahme ist in diesen
Féllen die Milzexstirpation. Im Rahmen der Operation kann zudem durch die
makroskopische Untersuchung der anderen Abdominalorgane (insbesondere Leber
und Omentum) ein sichereres Staging erreicht werden. Bei Auftreten von
Verdnderungen in anderen Organen sollten zur weiteren Abkldrung im Rahmen der
Operation Biopsieentnahmen erfolgen. Be1 Wood et al. (1998) zeigten z. B. 20 von
32 Patienten Verdnderungen in der Leber, dennoch wurden bei keinem dieser
Hunde Metastasen pathohistologisch bestitigt. Auch in einer anderen Studie von
2014 hatten nur 50 % der Patienten mit Leberverdnderungen letztendlich
pathohistologisch bestétigte Metastasen. Die Lebermetastasen waren meist

multipel, dunkel verfarbt und zeigten eine aktive Blutung (Clendaniel et al., 2014).

Die perioperative Mortalitét bei Splenektomien lag in einer Studie von Wendelburg
et al. (2014) bei 7,6 %. Die hdufigsten Ursachen fiir ein peri- oder postoperatives
Versterben waren Thromboembolien, Koagulopathien und unkontrollierte
Blutungen von Metastasen. Ein erhohtes Risiko zeigt sich bei Patienten mit starken
Thrombozytopenien und Andmien sowie bei Auftreten von intraoperativen

ventrikuldren Arrhythmien (Michael et al., 2023; Wendelburg et al., 2014).

Leider handelt es sich bei der Milzexstirpation nur um eine palliative MaBBnahme,
da die mediane UZ nach alleiniger Splenektomie nur bei 86 Tagen und die 1-Jahres-
UZ nur bei 6,5 % liegt (Wood et al., 1998). Dennoch zeigte sich in dieser Studie,
dass die Patientenbesitzer den Eingriff trotz Diagnose nicht bereuten und von einer

sehr guten Lebensqualitidt nach der Operation berichteten.
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2.2. Systemische Therapie

Aufgrund des hochmalignen Verhaltens der HSA der Milz wird seit Jahren nach
adjuvanten systemischen Therapien zur Verbesserung der UZ geforscht. In vielen
Studien konnte bereits die Effektivitit einer adjuvanten Therapie bestdtigt werden
(Batschinski et al., 2018; Clifford et al., 2000; Moore et al., 2017; Wendelburg et
al., 2015). Allerdings zeigt sich eine Verlingerung der medianen UZ um lediglich

wenige Monate (median 5-8 Monate).

2.2.1. Chemotherapie

In der Regel ist die Standardtherapie nach Splenektomie die Gabe einer
Chemotherapie. In der Literatur werden am héaufigsten anthracyclinhaltige
Protokolle beschrieben, wie z. B. Protokolle mit DOX, Vincristin (VCR) und CTX
(VAC-Protokoll) oder die Kombination von CTX und DOX (AC-Protokoll)
(Clifford et al., 2000). Aber auch DOX als Monotherapie in der maximal tolerierten
Dosis (MTD; 30mg/m?) wird hiufig als Adjuvanztherapie verabreicht (Batschinski
et al., 2018; Ogilvie et al., 1996). In den genannten Studien wurde zwar eine
Verbesserung der UZ im Vergleich zu Patienten mit alleiniger Splenektomie
beschrieben, die medianen UZ sind jedoch mit 141-179 Tagen immer noch niedrig.
Nur 10 % der Patienten iiberleben das 1. postoperative Jahr (Griffin et al., 2021).
Insgesamt sind die Ergebnisse bei allen angewandten Protokollen vergleichbar.
Auch der Versuch einer Dosisintensivierung der DOX Monotherapie (30 mg/m?
alle 2 Wochen anstelle alle 3 Wochen) (Sorenmo et al., 2004) oder die intrakavitire
Gabe von pegyliertem liposomalen DOX (Sorenmo et al., 2007) erbrachten keinen
Vorteil im Vergleich zu den gingigen anthracyclinhaltigen Protokollen. Lediglich
der Zeitpunkt des Beginns der Chemotherapie postoperativ erwies sich in einer
neueren Studie als prognostisch. So ergab sich eine bessere UZ, wenn die Patienten
innerhalb von 21 Tagen nach der Operation die 1. Chemotherapie erhielten im
Vergleich zu Patienten, die diese erst spiter erhielten (Faroni et al., 2023).
Hauptproblematik beim DOX ist das Risiko einer kumulativen Kardiotoxizitét. Aus
diesem Grund muss die Anwendung dieses Zytostatikums insbesondere bei
herzkranken Patienten {iberdacht werden. Potentielle Alternativen sind
Monotherapien mit Epirubicin und Carboplatin, beide Chemotherapeutika zeigten

dhnliche UZ wie DOX (Faulhaber et al., 2021; Kim et al., 2007).

Die Gabe einer adjuvanten Chemotherapie bei bereits metastasierten HSA (Stadium

I1T) wird kontrovers diskutiert. Die mediane UZ lag bei Patienten mit Stadium III
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bei lediglich 23-68 Tagen (Batschinski et al., 2018; Kim et al., 2007). In einer
neueren Studie von Marconato et al. (2019) hatten Patienten mit metastasierten
HSA mit adjuvanter Chemotherapie eine bessere UZ als Patienten mit alleiniger
Splenektomie (mediane UZ 140 Tage vs. 40 Tage). Allerdings traten bei 43,5 % der
Patienten mit adjuvanter Chemotherapie Nebenwirkungen auf, 5 von 23 Patienten
mussten stationdr behandelt werden. Diese Studie zeigt, dass der Nutzen der
Chemotherapie bei Patienten mit bereits erfolgter Metastasierung im Hinblick auf
die moglichen Risiken bzw. Einschrinkungen der Lebensqualitit abgewogen

werden sollte.

In den letzten Jahren wurde als Alternative die Gabe einer metronomischen
Chemotherapie (MC) niher untersucht, entweder als alleinige adjuvante Therapie
oder im Anschluss an einer Chemotherapie mit MTD. Bei der MC wird ein
Chemotherapeutikum (i. d. R. CTX oder Chlorambucil) meist tiglich in niedriger
Dosis oral verabreicht. Ziel der Therapie ist die Nutzung antiangiogenetischer,
immunmodulatorischer und auch zytotoxischer Effekte mit jedoch nur geringen
Risiken fiir Nebenwirkungen. Die Wirkung bzw. der Vorteil dieser Therapie wird
aufgrund der Aggressivitit der HSA kontrovers diskutiert. Eine Studie konnte bei
Patienten mit alleiniger MC #hnliche UZ wie bei der Gruppe mit MTD-
Chemotherapie belegen (Treggiari et al., 2020). Hingegen zeigte sich bei Patienten
mit Stadium III eine kiirzere mediane UZ im Vergleich zu Patienten mit MTD-
Chemotherapie (Marconato et al., 2019). Bei weiteren Studien erbrachte die
zusitzliche Gabe einer MC nach bereits erfolgter Gabe eines anthracyclinhaltigen

Protokolls kein besseres Outcome (Alexander et al., 2019; Matsuyama et al., 2017).

2.2.2. Kleinmolekulare Therapie (Targeted therapy)

Als Alternative zu klassischen Chemotherapien wurden kleinmolekulare Therapien
zur Hemmung der Angiogenese erforscht. Toceranib (Palladia®, Zoetis Inc) ist
eigentlich zur Behandlung von Mastzelltumoren zugelassen. Aufgrund der
selektiven Hemmung verschiedener Tyrosinkinasen (z. B. Rezeptor des vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGFR), des Pliattchenwachstumsfaktors
(PDGFR), des Stammzellfaktors (KIT)), wird diese Therapie auch gerne bei
anderen Tumorarten (z. B. Karzinomen, (neuro)endokrine Tumoren,
gastrointestinale stromale Tumoren) eingesetzt (Maeda, 2023). Gardner et al.
(2015) untersuchte den Einsatz dieses Medikaments bei Patienten mit HSA nach

Splenektomie und Gabe einer Chemotherapie (DOX, 5 x alle 2 Wochen). In dieser
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Studie zeigte sich jedoch keine Verbesserung der UZ.

Der Einsatz von Thalidomid bei Patienten mit HSA nach Splenektomie hingegen
zeigte erfolgversprechende Resultate mit einer Uberlebenszeit von > 1 Jahr bei 33
% der Patienten (Bray et al., 2018). Auch bei diesem Priparat werden sich bei der
antitumordsen Therapie die antiangiogene Wirkung (Hemmung VEGFR) sowie
zusitzlich die immunmodulatorischen und entziindungshemmenden Eigenschaften
zu Nutze gemacht. Allerdings ist die Rezeptierung von Thalidomid in Deutschland
aufgrund der teratogenen Wirkung streng reguliert und derzeit nur zur Behandlung
bestimmter ~ Tumorerkrankungen (z. B.  Multiples Myelom) und
Autoimmunerkrankungen bei Menschen zugelassen. Aus diesem Grund ist die

Therapie mit Thalidomid bei Haustieren in Deutschland nicht méglich.

2.2.3. Immuntherapie

Aufgrund der bisher nur moderaten Verbesserung der UZ bei adjuvanter
Chemotherapie wurde beim caninen HSA als Alternative auch die Immuntherapie
erforscht. Ziel der Therapie ist es, die korpereigene antitumordse Immunabwehr zu

aktivieren bzw. zu unterstutzen.

Bereits in den 90er-Jahren untersuchten Vail et al. (1995) den gleichzeitigen Einsatz
von L-MTP-PE mit DOX-/CTX-Chemotherapie nach Splenektomie bei Patienten
mit HSA der Milz. L-MTP-PE ist ein Derivat der Mycobakterien-Membran und hat
immunmodulatorische Eigenschaften. Es fiihrt zur unspezifischen Aktivierung von
Monozyten und Makrophagen sowie zum Anstieg von bestimmten Zytokinen
(insbesondere Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) und Interleukin-6 (IL-6)). In dieser
Studie konnte bei Patienten die bisher beste mediane UZ erreicht werden (277
Tage), 37 % der Patienten waren nach einem Jahr tumorfrei. Das Medikament ist
in der EU unter dem Handelsnamen Mifamurtid® fiir die Behandlung bestimmter
Osteosarkome beim Menschen zugelassen, die extremen Kosten sind jedoch

prohibitiv fiir die Anwendung des Medikaments in der Tiermedizin.

U’Ren et al. (2007) erforschten ein intraperitoneal appliziertes Tumorzell-Vakzin,
bestehend aus zwei caninen HSA-Zelllinien sowie einem DNA-Liposomen-
Komplex als Adjuvans. Auch diese Patienten wurden parallel mit einer
Chemotherapie (DOX) behandelt. Eine gesteigerte humorale Immunantwort konnte
nachgewiesen werden, dennoch zeigten sich keine bessere UZ im Vergleich zur

ausschlieflich mit Chemotherapie behandelten Hunden.
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In einer jlingeren Phase-II-Studie zeigten sich vielversprechende Ergebnisse bei
Patienten mit HSA nach Splenektomie bei paralleler Verabreichung einer Peptid-
basierten Impfung und einer MTD-Chemotherapie (Marconato et al., 2023). Ziel
war es, mithilfe der Antigene der Tumorzellen eine spezifische Immunantwort
auszulosen. Zur Herstellung der Vakzine wurden canine HSA-Zellen mit
Salmonella typhi Ty21 infiziert. Das infizierte Sekretom wurde anschlieend
intradermal in der Nihe eines peripheren Lymphknotens injiziert. An der
Impflokalisation wurde vorher topisch Imiquimod (Aldara® 5 % Creme, Meda
Pharma) als zusétzliches Adjuvans aufgetragen. Es konnte eine tumorspezifische
humorale Antwort und impfspezifische T-Zell-Antwort nachgewiesen werden.
Zudem zeigte diese Gruppe eine bessere mediane UZ im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Vakzination (276 Tage vs. 175 Tage).

3. Dendritische Zelltherapie

Eine weitere Form der Immuntherapie ist die DCT, bei der sich die Eigenschaften
der DC zunutze gemacht wird. Ziel ist es, mittels der Impfung von DC eine aktive
spezifische Immunantwort gegen bestimmte Tumorzellen auszulésen und somit die

sog. Immuntoleranz zu durchbrechen (Sadeghzadeh et al., 2020).

DC sind hochpotente antigenprédsentierende Zellen, die im Rahmen von
Immunantworten gegen Pathogene, Tumorzellen und korpereigenen Zellen von
grofler Bedeutung sind. Sie befinden sich in initial unreifem Zustand hauptsichlich
in der Haut und Schleimhaut. Nach Aufnahme von z. B. Tumorzellen mittels
Phagozytose werden diese in kleine Peptidfragmente zerlegt, die sog.
Tumorantigene. Bei der anschlieBenden Migration zu den lymphatischen Organen
kommt es zur Reifung der DC und Présentation der Antigene mittels dem
Haupthistokompatibilitidtskomplex-I1I-Molekiil (MHC-II). Dies fiihrt zur
Aktivierung der T-Helferzellen (TH-Zellen), welche das CD4-Molekiil tragen. In
Folge kommt es zur Ausschiittung bestimmter Zytokine (u. a. Interferon-y (IFN-y)
und IL-2), welche die Eliminierung der unerwiinschten Zellen unterstiitzen
(Gardner et al., 2020). Ein groBer Vorteil der DC ist die Moglichkeit der
Kreuzprisentation. Bei diesem Vorgang sind die DC befdhigt, extrazelluldre
Antigene mittels MHC-I-Molekiilen ebenfalls den zytotoxischen T-Zellen (Tc-
Zelle) zu prasentieren, welche das CD8-Molekiil tragen. Dies fiihrt zur direkten

Elimination der Zellen.
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Am héufigsten werden die DC durch die Isolierung der Monozyten aus dem Blut
des Patienten und anschlieBend durch die Zufiihrung bestimmter Zytokine
gewonnen (meist IL-4 und Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierender
Faktor (GM-CSF)). Eine Alternative ist die Gewinnung der Zellen durch CD34+-
hamatopoetische Zellen des peripheren Blutes, welche anschlieBend mithilfe
bestimmter Wachstumsfaktoren vervielfacht werden (Schnurr et al., 2002). Meist
werden die autologen DC mittels Tumorantigen/-lysat beladen, anschlieBend
mithilfe eines Zytokin-Cocktails zur Reifung angeregt und zuletzt dem Patienten
verimpft. Es gibt jedoch auch zahlreiche andere Methoden zur Herstellung der DCT

(siehe auch Najafi und Mortezaee, 2023 fiir einen umfassenden Uberblick)

3.1. Humanmedizin

In der Humanmedizin wird schon seit den 90er-Jahren der Einsatz der DCT
erforscht, und es wurden verschiedene Methoden der Antigenbeladung untersucht.
Am einfachsten und haufigsten ist die Beladung mit Tumorzell-Lysaten (Sadeghi
Najafabadi et al., 2022). Weitere Optionen sind die Fusion von dendritischen Zellen
mit Tumorzellen, RNA-Transfektion, DNA-Transfer oder die Beladung mit
Neoantigenen (Bol et al., 2016; Nava et al., 2021). Bisher hat sich jedoch keine
optimale Methode zur FEinleitung einer verstirkten Immunantwort

herauskristallisiert (Nava et al., 2021).

Insgesamt gibt es trotz intensiver Forschung nur wenige klinische Studien, die es
bis zur Phase 3 geschafft haben. Hauptsidchlich wurden verschiedene DCT bei
Melanomen, Prostatakarzinomen, Gliomen und Nierenzellkarzinomen erforscht.
Ein Review zahlreicher klinischer Studien durch Anguille et al. (2014) zeigte zwar
eine antitumorale Immunantwort und nur milde bis keine Nebenwirkungen,
allerdings erwies sich die bisherige klinische Wirksamkeit als begrenzt. Seit 2010
gibt es nur einen Impfstoff aus autologen DC, welcher in den USA von der Food
and Drug Administration (FDA) zugelassen wurde: Bei dem Impfstoff Sipuleucel-
T (Provenge®) werden autologe DC mit dem prostataspezifischen Protein saure
Phosphatase (PA2024) fusioniert. In einer placebokontrollierten Doppel-Blind-
Studie zeigte sich ein Uberlebensvorteil von 4 Monaten bei Patienten mit
metastasiertem Prostatakarzinom (Kantoff et al., 2010). Die Zulassung fiir die EU
aus dem Jahr 2013 wurde 2015 aufgrund ,,nicht quantifizierbaren Zusatznutzen* fiir
die Patienten widerrufen und das Pridparat vom Markt genommen. Auch in den USA

wird die Therapie aufgrund fraglicher Effektivitdt und kritischer Betrachtung der
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durchgefiihrten Studie selten eingesetzt (Sutherland et al., 2021).

Als Hauptproblematik fiir die bisher enttduschende klinische Wirksamkeit der DCT
wird das immunsuppressive Tumormikromilieu (TME) angesehen. Die
Tumorzellen fiihren hierbei mithilfe von bestimmten Zellen (u. a. regulatorische T-
Zellen (Treg), myeloide Suppressorzellen (MDSC)) zur Hemmung der

Immunantwort und somit zur Progression des Tumors.

Aus diesem Grund wurde in einigen Studien die Hypothese aufgestellt, dass der
kombinierte Einsatz der DCT mit anderen Therapieformen (Chemotherapie,
Bestrahlungstherapie, Immuncheckpoint-Inhibitor (ICI)) zum Durchbruch der
Immuntoleranz fiihren kdnnte (Najafi und Mortezaee, 2023; Nava et al., 2021). Ein
Vorteil der Kombination wire insbesondere bei Zytostatika und der
Bestrahlungstherapie die Induktion eines immunogenen Zelltodes, welcher

zusitzlich das Immunsystem aktiviert.

Zur Verbesserung der Wirksamkeit der DCT ist zudem vermehrt der Einsatz von
im Blut vorkommenden DC in den Fokus geraten. Bisher wurden zur
Vakzineherstellung in den meisten klinischen Studien v. a. Monozyten-abgeleitete
DC (moDC) genutzt. Die Einteilung der DC im Blut erfolgt nach ihren
Oberflichenmerkmalen (Cluster of Differentiation, CD). Dabei werden die
myeloiden (konventionellen) DC (ausgehend von den myeloischen
Vorldauferzellen; c¢cDC) von den plasmazytoiden DC (ausgehend von den
lymphatischen Vorlduferzellen, pDC) unterschieden. Die erste Gruppe kann weiter
in 2 Subpopulationen (cDC-Typ 1, cDC-Typ 2) unterteilt werden. Diese
beschriebenen Subtypen haben verschiedene Eigenschaften im Rahmen der
Immunantwort. Weitere Studien zur Ermittlung der geeignetsten Subpopulation

sind jedoch notwendig (Garg et al., 2017).

3.2. Tiermedizin

In der Tiermedizin gibt es im Vergleich zur Humanmedizin weitaus weniger
klinische Studien zur DCT. Zudem wurde meist nur die Untersuchung einer kleinen
Patientenanzahl durchgefiihrt. Gyorffy et al. (2005) beschrieben den Einsatz einer
DCT bei 3 Hunden mit malignem Melanom. Dabei wurden autologe DC aus dem
Knochenmark herangeziichtet. In vitro erfolgte deren Transduktion mit einem
adenoviralen Vektor, welcher zur Exprimierung des humanen Melanom-Antigens

gpl00 befdhigt ist. In der Studie zeigte ein Hund eine erhohte Anzahl
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antigenspezifischer Tc-Zellen und blieb 48 Monate nach Therapiebeginn
rezidivfrei. Bei den beiden anderen konnten keine Tc-Zellen nachgewiesen werden
und eine rasche Progression bzw. ein Rezidiv des Tumors waren ersichtlich.
Vielversprechende Ergebnisse waren auch in einer anderen Studie zu beobachten,
in der eine autologe DCT ohne vorheriges Priming mit einem Tumorantigen
intratumoral verimpft wurde (Mito et al., 2010). Die DC wurden allerdings mit
Schlitzschnecken-Hédmocyanin (Keyhole limpet hemocyanin (KLH) aus der
Hamolymphe der GroBlen Kalifornischen Schliissellochschnecke (Megathura
crenulata)) zur unspezifischen Immunstimulation inkubiert. Zusétzlich wurde IFN-
vy intratumoral injiziert, welches antitumorale und immunmodulatorische
Féhigkeiten besitzt. Insgesamt wurden 7 Patienten mit verschiedenen malignen und
benignen Tumoren behandelt. 4 Patienten zeigten eine komplette, 2 eine partielle
Remission. Eine weitere Studie beschreibt die Wirkung einer DCT nach Inkubation
mit einem Toll-Like-Rezeptor-Liganden (TLR-Liganden) sowie der zusitzlichen
Gabe von IFN-y und einem Cyclooxygenase-2-Inhibitor (COX-2-I) (De Silva et al.,
2017). Die DC wurden zudem mit Tumorlysat geprimt. In Maus-Modellen konnte
eine deutliche Hemmung des Tumorwachstums sowie eine erhdhte antitumorale
Aktivitdt beobachtet werden. Zudem wurden 4 Hunde mit verschiedenen malignen
Tumoren behandelt. Bei 3 Hunden war klinisch ein Ansprechen ersichtlich. Diese
zeigten im peripheren Blut einen deutlichen Anstieg von tumorspezifischen T-
Zellen sowie eine Erniedrigung der MDSC und Treg-Zellen. Dennoch konnte bei
einem Hund mit metastasiertem Nierenzellkarzinom trotz eines Anstiegs der T-

Zellen eine Progression der Lungenmetastasen beobachtet werden.

Trotz der geringen Patientenzahl konnte in diesen Studien teilweise ein Ansprechen
sowohl klinisch als auch laborchemisch nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse

ermutigen zur weiteren Erforschung bzw. Entwicklung einer DCT.

3.2.1.  PetBioCell

In Deutschland wird seit einigen Jahren eine DCT vermarktet, welche zur
Behandlung von Tumorerkrankungen bei Hunden, Katzen und Pferden eingesetzt
werden kann. Zur Herstellung der Vakzine wird dem Patienten 1 ml/kg vendses
Vollblut  entnommen. Aus dem peripheren Blut werden mittels
Dichtegradientenzentrifugation die peripheren Blut-mononukledren Zellen
(PBMC) isoliert. Durch Zusatz von caninem GM-CSF und IL-4 werden diese zu

unreifen DC differenziert. Die Ernte der DC erfolgt nach einer Inkubation von 7
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Tagen. Beim PetBioCell-Verfahren erfolgt kein Priming der DC mit
Tumorantigenen. Die DC werden nach 9 Tagen im unreifen Zustand dem Patienten
intradermal injiziert. Insgesamt erfolgt die Injektion 3 x im Abstand von einem
Monat. Eine Fortfithrung der Behandlung alle 3 Monate wird empfohlen. Anhand
der Therapie soll das Immunsystem bei der Abwehr der Tumorerkrankung
unterstlitzt sowie die Immuntoleranz {iberwunden werden. In einem
Kongressbeitrag, in dem 10 Hunde mit HSA diese DCT erhielten, wurde seitens der
Herstellungsfirma iiber erstaunliche UZ berichtet (mediane UZ 458 Tage;
Grammel, 2016). Dennoch gibt es bisher keine klinischen Studien nach den
Grundsitzen der evidenzbasierten Medizin, die eine Wirksamkeit dieser Therapie

belegen bzw. iiber dhnliche UZ berichten.
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ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand und Ziel Hamangiosarkome (HSA) der Milz beim
Hund sind hochmaligne mesenchymale Tumoren, die eine
hohe Metastasierungsneigung aufweisen. Auch mit adjuvanter
Chemotherapie nach der Splenektomie liegen die medianen
Uberlebenszeiten i.d.R. bei lediglich 5-8 Monaten. Ziel dieser
Studie war, anhand einer prospektiven randomisierten Dop-
pelblindstudie nach der Splenektomie die Wirksambkeit einer
adjuvanten dendritischen Zelltherapie nach der PetBioCell-
Methode zu Gberpriifen. Zudem wurden magliche uner-
wiinschten Wirkungen dieser Therapie evaluiert.

Reck A et al. Adjuvante Behandlung des caninen .. Tierarztl Prax Ausg K Kleintiers Heimtiere 2023; 51: 394-402 | © 2023. Thieme. All rights reserved.

Material und Methoden Einundzwanzig Hunde mit histolo-
gisch nachgewiesenem, nicht-metastasiertem HSA der Milz
(Stadium 1 und 1) nach Splenektomie wurden in die Studie in-
kludiert. Zehn Hunde erhielten die dendritische Zelltherapie,
11 Hunde bekamen ein Placebo injiziert. Die Applikation er-
folgte nach Herstellerangaben in den ersten 3 Menaten mo-
natlich, anschlieBend alle 3 Monate bis zum Tod der Patienten.
Die Uberlebenszeiten sowie die unerwiinschten Wirkungen
beider Gruppen wurden verglichen.

Ergebnisse Der Follow-up aller Patienten reichte bis zur Eu-
thanasie oder Versterben aufgrund von Metastasen. Ein Patient
aus der Gruppe mit der dendritischen Zelltherapie wurde auf-
grund einer Prostatitis euthanasiert, dieser hatte die [angste
Uberlebenszeit (668 Tage). Ein Hund aus der Placebo-Gruppe
iiberlebte 448 Tage nach Splenektomie. Die mediane Uberle-
benszeit betrug bei der dendritischen Zelltherapie-Gruppe 74
Tage, bei der Placebo-Gruppe 126 Tage. Statistisch zeigte sich
in der Tumor-freien Zeit (t(18)= 1,4, p=0,911) und der Uber-
lebenszeit (t(19) = -0,094, p = 0,463) zwischen den beiden
Gruppen kein Unterschied. Alle unerwiinschten Wirkungen
waren in der Therapiegruppe mild und selbstlimitierend, auch
in der Placebo-Gruppe wurde von hnlichen milden uner-
wiinschten Wirkungen berichtet.

Schlussfolgerung und klinische Relevanz Die Immuntherapie
mit autelogen, unreifen und ungeprimten dendritischen Zellen
nach der PetBioCell-Methode zeigte beim kaninen Haman-
giosarkom der Milz in dieser Studienpopulation keine nach-
weisbare Wirksamkeit hinsichtlich der Tumor-freien Zeit und
Uberlebenszeit.

ABSTRACT

Objective Canine splenic hemangiosarcomas (HSA) are mali-
gnant mesenchymal tumors with a high tendency for metas-
tasis. Median survival times after splenectomy followed by
adjuvant chemotherapy usually range between 5 and 8
menths. The aim of this prospective randomized double-blin-
ded study was to examine the efficacy of a commercially availa-
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ble dendritic cell therapy (PetBioCell) following splenectomy.
In addition, possible side effects of this therapy were evaluated.
Material and methods Twenty-one dogs with histologically
confirmed splenic HSA without metastasis (stages | or Il) were
includedin the study. Ten dogs received the dendritic cell the-
rapy, and 11 dogs received a placebo. Injections were adminis-
tered according to the manufacturer'sinstructions monthly for
the first 3 months and then every 3 months until death. Survi-
val times and toxicoses of both groups were compared.

Results Follow-up data were available forall 21 patients; the
observation period ranging until euthanasia or metastasis-re-
lated death. One patient that had received the dendritic cell
therapy was euthanized due to prostatitis and experienced the

longest survival time (668 days). One dog in the placebo-group
lived for 448 days after splenectomy. The median survival times
in the dendritic cell therapy and the placebo group amounted
to 74 and 126 days, respectively. There was no significant dif-
ference in tumor-free interval (t(18)=1.4, p=0.911) and sur-
vival times (t(19) =-0.094, p = 0.463) between the 2 groups.
Toxicoses reported in both groups were mild and self-limiting.
Condclusion Immunotherapy using autologous, immature and
unprimed dendritic cells according to the PetBioCell method
failed to showefficacy on tumor-free interval and survival time
in the presented dog population with splenic hemangiosar-
coma.

Einleitung

Das Hamangiosarkom (HSA) ist ein maligner mesenchymaler
Tumar, der beim Hund am haufigstenin der Milz vorkommt [1]. Be-
troffen sind vor allem groBe (median 26-29kg) und dltere (median
10 Jahre) Hunde [2-4]. Das H5A der Milz neigt zur Ruptur mit aku-
tem Hamoabdomen |7, 8]. Es zeigt von allen Weichteilsarkomen
des Hundes die hochste Metastasierungsneigung, wobei als Meta-
stasierungsorte vor allem Lunge, Leber, Herz und Omentum be-
schrieben werden [5,9-12]. Das HSA der Milz wird gemag der
WHO-Klassifizierung je nach GrdBe, Ruptur bei Vorstellung und
Metastasierung in verschiedene Stadien eingeteilt [11, 16-18]
(»Tab.1).

Therapie der Wahl ist die Splenektomie. Aufgrund der hohen
Metastasierungsneigung des Tumors liegen die medianen Uberle-
benszeiten bei alleiniger Splenektomie allerdings nur bei ca. 2-3
Monaten [8, 15-17], weshalb zur Lebensverlangerung eine adju-
vante Therapie, meist mit anthracyclinhaltigen Protokellen, emp-
fohlenwird [4, 11, 18]. Diese verlangern die medianen Uberlebens-
zeiten auf ca. 5-8 Monaten [4, 11,13, 16, 17, 19]. Aufgrund der nur
geringen Uberlebenszeitverlingerung einer alleinigen zytostati-
schen Adjuvanztherapie, wurden bereits frith auch adjuvante im-
muntherapeutische Behandlungsstrategien verfolgt. Die lingsten
bislang beschriebenen Uberlebenszeiten von Hunden mit HSA der
Milz wurden mit einer Kombination aus Chemotherapie (Doxoru-
bicin|/Cyclophosphamid) und Immuntherapie mit dem Makropha-
genaktivator ,Liposomales Muramyltripeptid Phosphatidylethano-
lamin® (L-MTP-PE) erreicht [29]. Auch wenn andere immunthera-
peutische Ansdtze nur teilweise eine Wirksamkeit zeigten
[15,24,25], wird dieser Therapiemodalitit in der tiermedizinischen
Onkologie grundsatzlich ein groRes Potenzial zugesprochen [20]

In Deutschland wird seit einigen Jahren von der Firma PetBioCell
eine auteloge dendritische Zelltherapie fir die Tumorbehandlung
bei Tieren kommerziell angeboten. Dabei sollen aus dem einge-
sandten Blut des Patienten die Monozyten isoliert und mithilfe von
Zytokinen dendritische Zellen (DCs) angeziichtet und anschlieRend
intradermal injiziert werden [21]. In einem Kongressbeitrag berich-
tet PetBioCell bei 10 Hunden nach Splenektomie und adjuvanter
Behandlung mit dendritischer Zelltherapie (DCT) von einer medi-
anen Uberlebenszeit von 458 Tagen [22], was die bisher in der Li-
teratur beschriebenen Uberlebenszeiten von Patienten mit adju-
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vanter Chemotherapie deutlich dbertrifft. Das PetBioCell-verfah-
ren kann laut Hersteller auch bei zahlreichen anderen Tumoren
eingesetzt werden und wird dementsprechend intensiv beworben.
Nach Wissen der Autoren wurden bislang jedoch keine Arbeitenin
peer-reviewed Fachzeitschriften verdffentlicht, die die Wirksam-
keit dieser Therapie bei Tumoren des Hundes oder der Katze wis-
senschaftlich belegen.

Primares Ziel dieser klinischen Studie war es deshalb, anhand
einer prospektiven, placebokontrollierten Doppelblindstudie die
Wirksamikeit der DCT der Firma PetBioCell bei Hunden mit nicht-
metastasiertem HSA der Milz zu Oberpriifen. Ein weiteres Ziel war
es, eventuelle unerwiinschten Wirkungen im Zusammenhang mit
der DCT zu beschreiben und mit einer Kontrollgruppe zu verglei-
chen.

Material und Methoden

Patienten

In diese prospektive, placebokontrollierte, randomisierte Dop-
pelblindstudie wurden 21 Hunde aufgenommen, die im Zeitraum
von Januar 2016 bis Juni 2021 aufgrund eines Milztumaors mit einer
Splenektomie behandelt wurden. Hiervon waren 13 in der Tierkli-
nik Hofheim vorgestellt und operiert worden, bei den restlichen 8
war die Splenektomie in anderen Tierkliniken|-praxen durchgefiihrt
und der Patient anschlieBend in der Tierklinik Hofheim zur Teilnah-
me an der Studie vorgestellt worden. Bei allen Hunden wurde ein
H5A der Milz histopathologisch bestitigt. Alle Besitzer wurden ber
eine adjuvante Doxorubicin-Chemotherapie als den aktuellen Gold-
standard der postoperativen Therapie aufgeklart, hatten diese je-
doch abgelehnt. Ausschlusskriterien waren bei der Operation bzw.
zu Studienbeginn nachgewiesene makroskopische Metastasen
(Stadium II1), die Gabe einer Bluttransfusion vor der 1. Blutentnah-
me fiir die Gewinnung des Blutes zur Aufbereitung der DCs sowie
das Vorhandensein bzw. ein Vorbericht anderer maligner Tumoren
mit hoher Metastasierungsneigung.

Durchfithrung der Studie

Vor Beginn der Teilnahme an der Studie erfolgten Anamnese, kli-
nische Untersuchung, Staging (Ultraschall Abdomen und Réntgen
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= Tab. 1 Klinische Stadieneinteilung fiir canine Hamangiosarkome [15].

= Tabla 1 Clinical staging system for canine hemangiosarcoma [15].

Primértumeor (T)

To makroskopisch kein Tumor

T Tumor unter 5 cm Durchmesser und auf Milz
beschrankr

T Tumorz Scm oder rupturiert

T3 Tumor infiltriert umliegende Strukturen

Regionale Lymphknoten (N)

Ng keine Lymphknotenmetastasen nachweisbar

Ny Metastase im regionalen Lymphknoten

N; Metastasen in entfernten Lymphknaoten

Fernmetastasen (M)

Mg keine Femmetastasen nachweisbar

M, Fernmetastasen

Stadieneinteilung

Stadium | Ty oder Ty, N, Mg
Stadium Il T, oder Ty, Ny oder Ny, Mg
Stadium Il T; oder Tz, jedes N, M,

Thorax) und eine Blutuntersuchung (Himatologie und klinische
Chemie). Nach Einwilligung der Patientenbesitzer zur Teilnahme
an der Studie wurde den Patienten 1 mlfkg vendses Vollblut in Gi-
tratréhrchen entnommen.

Die Herstellung der DCT erfolgte im Reinraumlabor der Firma
PetBioCell. Die Isolation der mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (peripheral blood mononuclear cells; PEMC) erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Dichtegradient Lymphoprep™
(1,077 gfml, Stemcell)). Anschlieend wurden die Monozyten aus
den isolierten PBMC iiber die Adhdrenz an Zellkulturschalen (TC-
Schalen, Sarstedt™) in einem Zellkulturmedium (RPMI 1640, Merck
Sigma Aldrich) gewonnen. Den Monozyten wurde zur Differenzie-
rungzu unreifen DCs mit 5 pgfml Granulozyten-Makrephagen-Ko-
lonie-stimulierendem Faktor (canine GM-CSF, Bio-Techne, R&D Sys-
tems) und 5 plfml Interleukin-4 (recombinant canine IL-4 BioTech-
ne, R&DSystems) [23, 24] supplementiert. Nach 7 Tagen
Kultivierung (37 °C, 5% CO,) wurden die unreifen DCs geerntet. Die
Prasenz von DCs wurde durchflusszytometrisch unter der Verwen-
dung von CD1b-Antikdrpern (Bio-Rad AbD Serotec) kontrolliert. je
nach Charge war die Anzahl an DCs unterschiedlich. Zur Verabrei-
chung akzeptabel werden im Verfahren der Firma mindestens
350000 lebende Zellen angesehen. Der Versand der Zellsuspensi-
on erfolgte gekihlt per Kurier. Am Tag @ nach Probenentnahme er-
folgte gemak den Herstellerangaben die intradermale Injektion
der DCT beim Patienten in die Inguinalregion.

Die Randomisierung und Verblindung der Patienten wurde vor
Beginn der Studie von der Firma PetBioCell ibermommen. Die Half-
te der Patienten erhielt nach dem Zufallsprinzip das Verum, die an-
dere Hilfte (Placebo-Gruppe, PB-Gruppe) lediglich isotonische
0,9 %ige Kochsalzldsung. Beides wurde codiert, volumengleich und
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gekihlt inidentischer Verpackung (Einwegspritzen) an die Tierkli-
nik mittels Expresskurier versandt. Gleichzeitig mit dem Versand
der DCT erhielt die Klinik einen verschlossenen Umschlag mit der
Angabe, welchem der beiden Behandlungsarme der jeweilige Pa-
tient angehdrte. Zum Zwecke der Doppelverblindung verblieben
alle Umschlige bis zum Ende der gesamten Studie ungedfinet. Alle
Untersuchungen sowie Injektionen erfolgten ambulant in der Tier-
klinik. Die Blutentnahme und anschlieEende DCT-Applikationen
fanden gemak den Therapieanweisungen des Herstellers in den
ersten 3 Monaten monatlich, anschlieRend alle 3 Monate statt.

Nach jeder DCT-Applikation wurde zur Erfassung méglicher un-
erwinschter Wirkungen ein Fragebogen durch die Patientenbesit-
zer ausqefillt. Der Fragebogen beinhaltete Fragen beziiglich des
Leistungsstatus, der Kérpertemperatur sowie des Auftretens von
Juckreiz, Haarausfall und gastrointestinalen Symptomen innerhalb
der ersten 24 Stunden nach der Injektion. Anhand eines zweiten
Fragebogens wurde der aktuelle Gesundheitszustand des Patien-
ten (Lebensfreude, Aufmerksamkeitslevel, Dolenz, Appetit, Hygi-
ene, Wasseraufnahme und Mobilitdt) bestimmt.

Die Durchfithrung der Studie wurde als klinische Studie beim
zustandigen Regierungsprasidium (RP Darmstadt) angemeldet und
genehmigt. Die Behandlungen im Rahmen dieser Studie erfolgten
fiir die Tierbesitzer kostenfrei.

Verlaufsuntersuchungen

In den ersten 3 Monaten erfolgte monatlich eine klinische Unter-
suchung sowie ein abdominaler Ultraschall, anschlieRend erfolg-
ten die Kontrollen 5, & und 11 Monate nach Beginn der Therapie.
Bei allen Untersuchungen wurden Laborwerte erhoben (Himato-
logie und klinische Chemie). Zusatzlich wurde 2, 5, 8 und 11 Mo-
nate nach Therapiebeginn ein Réntgen des Thorax durchgefihrt.
3,5 Monate nach Beginn der Therapie fand zusatzlich eine klinische
Untersuchung und Ultraschallkontrolle des Abdomens statt (» Tab.
2). Die Kontrollen, Blutentnahmen und Vakzinationen erfolgten bis
zur akuten Verschlechterung des Allgemeinbefindens oder Tod des
Patienten. Nach dem Versterben aller Studienteilnehmer wurde die
Studie durch eine neutrale Person entblindet.

Statistische Auswertung

Das primére Ziel der Studie war der Vergleich der Uberlebenszeiten
beider Gruppen zur Uberprifung der Wirksamkeit der DCT beim
nicht-metastasierten HSA der Milz beim Hund. Als klinische Out-
comes wurden die mediane tumorfreie Zeit (TFZ) und die mediane
Uberlebenszeit (MUZ) untersucht. TFZ wurde als Zeitraum von Be-
ginn der DCT bis zum Auftreten von Metastasen anhand von Bild-
gebung definiert. Beiinsgesamt 5 Patienten (npg .2, np=3) wurde
aufgrund des akuten Versterbens ohne zuvor nachweisbare Meta-
stasierung die TFZ als Zeit von Beginn der Therapie bis zum Ver-
sterben des Patienten angesehen. Ein Patient in der DC-Gruppe
werstarb nicht Tumor-assoziiert und zeigte keine Metastasierung
zum Todeszeitpunkt, weshalb dieser bei Berechnung der TFZ zen-
siert wurde. Diese Variabel wurde folglich bei 11 Patienten in der
PB-Gruppe und 9 Patienten in der DC-Gruppe berechnet. Die MUZ
wurde als Zeitraum vom Therapiebeginn bis zum Versterben der
jeweiligen Studienteilnehmer definiert. Zur grafischen Darstellung
wurden die Kaplan-Meyer-Kurven verwendet. Der Vergleich von
TFZ bzw. MUZ beider Gruppen erfolgte mittels t-Test fiir unabhan-
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»Tab.2  Studienteilnehmer.

» Table 3 Study population.

PR-Gruppe DC-Gruppa

Alter (Jahr)  Median (Bereich) 10 (5-13) 10(7-13)
Gawicht Median (Bereich) 25.4(85-30) 31.2(18-45)
Razze Mischling 5 4

Appenzeller Sennenhund 1

Australian Shepherd 2

Rhodesian Ridgeback 1

Beagle 2

Flat Coated Retriever 1

Labrador Retriever 1 1

Malinais 1

Eurasier 1

Englische Bulldogge 1
Stadium

| 1 1

Il 10 9

gige Stichproben sowie Log-rank-Test. Eine statistische Relevanz
wurde ab einem P-Wert <0,05 angenommen. Die statistischen Ana-
lysen wurden mit der Software jamovi durchgefiihrt [25].

Ergebnisse

Im Zeitraum von 2016 bis 2021 wurden insgesamt 21 Patienten in
die Studie aufgenommen, bei denen die Einschlusskriterien erfillt
waren (histologisch bestatigtes HSA der Milz, keine Bluttransfusi-
onvor Blutentnahme zur Herstellung der DCT, keine makroskopisch
erkennbaren Metastasen zum Zeitpunkt der Operation, keine re-
levanten anderen bésartigen Tumoren). Insgesamt 10 Patienten
hatten die DCT und 11 das Placebo (PB) erhalten. Alter, Rasse und
Gewichtsklasse waren in beiden Gruppen vergleichbar (» Tab. 3.

Reck A et al. Adjuvante Behandlung des caninen ... Tierarzt Prax Ausg K Kleintiers Heimtiere 2023; 51: 394-402 | © 2023. Thieme. All rights reserved.

I11. Publikation 19
#Tab.2 Studiendesign.
= Table 2 Study desian.
Meonat 0 1 2 35 5 g 11
Blutentnahme fir Herstellung der Vakzine * X X X X X X
Ultraschall Abdomen X X X X X X X
Rantgen Thorax X X X X X
Blutbild/ Blutchemie X X X X X X
" Vakzination 9 Tage spater

Placebo-Gruppe (PB-Gruppe)

Die PB-Gruppe bestand ausinsgesamt 11 Tieren (weiblichn=7, davon
4 kastriert; n=4 mannlich, davon 2 kastriert). Hiufigster Vorstellungs-
grund war ein reduziertes Allgemeinbefinden (n=10, davon 6 akut).
Weiterhin fielen den Besitzern Inappetenz (n=4), ein umfangsver-
mehrtes Abdomen (n=2), Gewichtsverlust (n=2), abdominale Do-
lenz, vermehrtes Hecheln, Vomitus, Durchfall und Fieber (je n=1)auf.
In 2 Fallen war der Milztumor ein Zufallsbefund. Klinisch zeigten sich
vorallem Anzeichen einer akuten Kreislaufinsuffizienz (blasse Schleim-
hdute (n=6), Tachykardie (n=2), schwacher Puls (n= 1), Hypothermie
{n=2) bzw. hypovelimischer Schock (n=2}) und eines akuten Abdo-
minalgeschehens (umfangsvermehrtes (n=6) und dolentes Abdomen
(n=4)). Ein Patient wies eine Hyperthermie auf. Bei einem Patienten
sind die Befunde der klinischen Untersuchungvor Splenektomie nicht
bekannt. Bei & Patienten erfolgte die Splenektomie in der Tierklinik
Hofheim. Die restlichen 5 waren andernorts operiert worden. 10
Hunde waren gemag der WHO-Stadieneinteilung im Stadium I, ein
Patient im Stadium |. Vom Tag der Splenektomie bis zum Beginn der
Verabreichung des Placebos lagen im Mittel 20,6 Tage (Bereich 9-29
Tage). Ein GroBteil der Patienten (n=4) erhielt 3 Injektionen. Je 2
Hunde erhielten 2 bzw. 4 Behandlungen. 1, 5 bzw. 6 Placebo-Applika-
tionen erfolgten beije einem Hund.

Als unerwiinschte Wirkungen wurden in der PB-Gruppe von den
Besitzern eine leichte R&tung (n=3) und Juckreiz (n=2) an der In-
jektionsstelle, vermehrtes Schmatzen (n=2), Hypersalivation
{n=2), vermehrtes Hecheln (n=2), Unruhe (n="1) und Hyperther-
mie (39,9°C nach 24 Stunden, n=1) beschrieben.

Verum-Gruppe (DC-Gruppe)

Die DC-Gruppe bestand aus 8 mannlichen (n=7 kastriert) und 2
kastrierten weiblichen Hunden. Vorstellungsgriinde waren redu-
ziertes Allgemeinbefinden (n=10, davon 4 akut), ein dolentes Ab-
domen (n=2)sowie Inappetenz (n=2). Seltener fielen Vomitus, ein
umfangsvermehrtes Abdomen, Zittern oder vermehrtes Hecheln
auf (je n=1). Die klinische Untersuchung war vergleichbar mit den
Befundenin der PB-Gruppe (blasse Schleimhdute (n=6), Tachykar-
die (n=4), reduziertes Allgemeinbefinden, umfangsvermehrtes
und dolentes Abdomen (je n=2), Fieber sowie schwacher Puls (je
n=1)). In4 Fallen waren die Befunde der klinischen Untersuchung
nicht bekannt. Sechs Patienten aus der Gruppe wurden in der Tier-
klinik Hofheim operiert. Bei den anderen 4 Patienten erfolgte die
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Splenektomie in anderen Tierkliniken/-praxen. GemaR der WHO-
Stadieneinteilung waren alle Patienten bis auf einen im Stadium I,
der Patient mit Stadium | hatte keine Milztumorruptur zum Zeit-
punkt der Splenektomie. Die 1. Behandlung erfolgte im Mittel 22
Tage nach der Operation (Bereich 18-27 Tage). In dieser Gruppe
erhielten 4 Patienten 2 DCT-Applikationen. Die Anzahl an Injektio-
nen bei den restlichen Patienten istvergleichbar mit der PB-Grup-
pe (3 und 4 Behandlungen je n=2, 1 und 6 Injektion(en) jen=1).

Als unerwiinschte Wirkungen nach der Behandlung traten eine
leichte RGtung (n=4) und Juckreiz (n=1) an der Injektionsstelle,
geringgradig reduziertes Allgemeinbefinden (n=3), vermehrtes
Hecheln (n=2), Hyperthermie { 39,4 "Cnach 12 Stunden), Vomitus
sowie Inappetenz am Tag der Vakzination (je n=1) auf.

Klinisches Outcome

Eine Sektion zum Todeszeitpunkt mit histopathelogischem Nach-
weis einer Metastasierung erfolgte bei keinem der Patienten. Bei
20 Patienten legten die Befunde zum Todeszeitpunkt jedoch einen
Zusammenhang mit dem Tumor nahe. Bei 8 Patienten aus der PB-
Gruppe lagen sonografische Hinweise auf Metastasen in Leber
(n=4), Omentum (n=3) und retroperitoneal (n=2) vor. Die 3 db-
rigen Patienten der PB-Gruppe wurden ohne eingehende Diagnos-
tik euthanasiert, 2 aufgrund von hochgradigem Hamaskos bzw. As-
zites sowie hochgradiger Anamie, ein dritter verstarb nach akutem
Kollaps. Bei allen 3 wurde eine intraabdominale Blutung aufgrund
einer rupturierten Metastase vermutet.

Vergleichbar zur PB-Gruppe fielen bei 7 Patienten aus der DC-Grup-
pe sonografisch Hinweise auf Metastasen in Leber (n=4), Peritoneum
(n=2), retroperitoneal, Omentum sowie subkutan im Narbenbereich
(je n=1) auf. Bei einem Patienten mit Verdacht auf Netzmetastasen
lagen in der Rantgenuntersuchung des Thorax auBerdem Hinweise
aufLungenmetastasen vor. Zudem wurde dieser Patient 1 Monatzuvor
aufgrund eines Perikardergusses vorgestellt. Zwei Patienten aus die-
ser Gruppewurden chne eingehende Diagnostik aufgrund einer hoch-
gradigen Anamie (n=2) und Hamaskos (n=1) euthanasiert. Bei bei-
denwurde eine intraabdominale Blutung nach Ruptur einer Metasta-
se als Ursache vermutet. Ein Patient aus der DC-Gruppe wurde nach
686 Tagen aufgrund eines Verdachts auf Prostatitis mit akuter Ver-
schlechterung des Allgemeinbefindens euthanasiert. Zu diesem Zeit-
punkt wies die Bildgebung (Ultraschall Abdomen und Rdntgen The-
rax) keine Hinweise auf Metastasen auf. Dieser Patient hatte von allen
Studienteilnehmemn die langste Uberlebenszeit.

Die mediane TFZ war in der PB-Gruppe (103 Tage) hiher als in
der DC-Gruppe (47 Tage), was sich jedoch statistisch als nicht sig-
nifikant erwies (t(18)=1,4,p=0,911). Aufgrund des Langzeitiiber-
lebenden in der PB-Gruppe (TFZ: 363 Tage) war der Test auf die
Normalverteilung fiir den t-Test nicht erfiillt. Nach Ausschluss des
Studienteilnehmers waren die Voraussetzungen erfiillt, statistisch
zeigte sich jedoch weiterhin kein signifikanter Unterschied
(t(17)=1,03, p=0,840).

Die MUZ betrug bei der PB-Gruppe 126 Tage, bei der DC-Grup-
pe 74 Tage. Der Unterschied in der MUZ war statistisch nicht be-
deutsam (t(19)=-0,094, p=0,463). Der Test auf die Normalvertei-
lung war fir den t-Test ebenfalls aufgrund der beiden Langzeitiiber-
lebenden (448 Tage inder PB-Gruppe, 668 Tage in der DC-Gruppe)
nicht erfllt. Die Anwendung dieses Verfahrens nach Ausschluss
der beiden Ausreier zeigte weiterhin keinen statistischen Unter-
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schied (t(17)=0,669, p_0,744). Grafisch wurde die mediane TFZ
und MOZ jeweils mit der Kaplan-Meyer-Kurve dargestellt (> Abb.
1). Der Log-Rank-Test zeigte statistisch keinen bedeutsamen Un-
terschied der medianen TFZ und MUZ zwischen den beiden Grup-
pen (X2TFZ(1)=2,0, p=0,154 und X2M0Z(1)=0,009, p=0,936)
MNur je ein Patient aus jeder Gruppe war zum Diagnosezeitpunkt
im Stadium |. Hiervon hatte der Patient aus der PB-Gruppe in sei-
ner Gruppe die lingste Uberlebenszeit (448 Tage), wihrend der Pa-
tientim Stadium | aus der DC-Gruppe nur 47 Tage Giberlebte.

Diskussion

Das HSA der Milz stellt das Weichteilsarkom des Hundes mit der
héchsten Metastasierungsrate dar. Fast alle Patienten versterben
nach Splenektomie innerhalb weniger Monate aufgrund von Me-
tastasen [4,8, 18]. Zahlreiche Studien zeigen bei Anwendung einer
adjuvanten Chemotherapie eine Verbesserung der Uberlebenszei-
ten um lediglich wenige Monate [4,11, 16, 17, 19]. Die Haufigkeit
und Prognese dieser Erkrankung fiihrt zur intensiven Suche nach
neuen Therapieoptionen. Hierbei werden zur Uberprifung einer
Wirksamkeit prospektive, placebokontrollierte Blindstudien als
.Goldstandard” angesehen.

Die Rasse- und Altersverteilung der Patienten der vorliegenden
Studie entsprechen den in der Literatur beschriebenen Risikogruppen
[6,9,10]. Die Verteilung der Patienten auf die beiden Therapiearme
erfolgte zuféllig, erwies sich aber bis auf das Geschlechtsverhaltnis als
weitgehend vergleichbar. Da es aus der Literatur keine Hinweise auf
eine geschlechtsabhangige Prognose der Patienten gibt, wurde diese
ungleiche Verteilung bei der Auswertung als nicht relevant erachtet.
Aufgrund der Giberschaubaren Fallzahl dieser Studie wurden zur bes-
seren Vergleichbarkeit Patienten mit maglichst gleichen Erkrankungs-
stadien (Stadium | oder Il gewahlt. Im Gegensatz zu anderen Studien
[4,16] fanden Wood et al. [8] und Gardner et al. [14] keinen signifi-
kantenUnterschied derUberlebenszeiten zwischen Patienten im Sta-
diumlundl[8, 14]. Ineinigen Untersuchungen [26-28] war allerdings
das Verliegen von Makrometastasen zum Diagnosezeitpunkt (Stadi-
um i) prognestisch relevant, weshalb nach dem Studiendesign Hunde
mit diesem Stadium aus der Studie exkludiert wurden. Ein differenzie-
render Vergleich zwischen den Stadien [ und Il in unserer Studie war
aufgrund geringer Fallzahlen nicht maglich.

Tumeren exprimieren nicht selten verdnderte Oberflichen-An-
tigene, was die Grundlage der antineoplastischen Immuntherapie
bildet. Bereits Mitte der 90er Jahre wiesen Vail et al. [29] darauf hin,
dass eine Immuntherapie beim HSA der Milz zu einer Verbesserung
der Uberlebenszeiten fithren kénnte. Inihrer Studie zeigten sich bei
Anwendung des Makrophagenaktivators L-MTP-PE zusatzlich zu
einer Chemotherapie signifikant verlingerte Uberlebenszeiten
[29]. In einer weiteren Studie wurden 13 Hunden zusdtzlich zur
Gabe von Doxorubicin mit einer Immuntherapie bestehend aus
einem allogenen Tumorzell-Impfstoff aus Lysaten zweier caniner
HSA-Zelllinien intraperitoneal behandelt. Hierbei zeigten sich al-
lerdings keine besseren Uberlebenszeiten im Vergleich zu den aus-
schlietlich mit Chemotherapie behandelten 15 Patienten [30].

Zur Gruppe der Ganzzellimpfstoffe gehdren die autologen, vom
Patienten abgeleiteten Immunzellimpfstoffe, u. a. auch die auf der
Basis autologer DCs entwickelten Impfstoffe [38]. Die Aufgabe der
DCs ist die Aufnahme und der Transport der Antigene zu den drai-
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» Abb. 1 Kaplan-Meyer-Kurve mit Ansicht der medianen tumarfreien Zeit (TFZ; a) sowie der medianen Uberlebenszeit (MUZ: b) der Placebo-Gruppe
(PB-Gruppe, blaue Linie) und der Verum-Gruppe (DC-Gruppe, orange Linie). Die farblichen Schattierungen heben das 95% Konfidenzintervall hervor.

Quelle: A. Reck.

= Fig. 1 Kaplan-Meyer-curve showing the median tumor-free interval (TFI, a) and the median survival time (MST, b) of the placebo group (PB
group, blue line) and the verum group (DC group, orange line). The colored shading highlights the 95 % confidence interval. Source: A. Reck.

nierenden Lymphknoten, um sie dort zytotoxischen T-Lymphozyten
zu prasentieren. Dieser Vorgang ist sowohl bei der Abwehrvon In-
fektionserregemn, als auch im Rahmen der T-Zell-abhangigen Anti-
Tumor-Immunitat von Bedeutung [31]. In der Humanmedizin wurde
der Einsatz der DCT bei bestimmten Tumorarten eingehend er-
forscht [32-34], Phase-lll-Studien wurden bisher aber nur bei eini-
gen Tumorentitdten, zum Beispiel Prostatakarzinomen erreicht [35].
In der Tiermedizin wurden bisher nur sehrvereinzelt Therapieansit-
ze mit DC verfolgt. Konduri et al. [36] verabreichten 5 Hunden mit
HSA der Milz eine intraperitoneale Therapie mit autologen DCs. Diese
wurden vorher invitro mit Tumor-mRNA beladen, welche aus einem
Lysat des Tumorgewebes gewonnen wurde. Parallel erfolgte eine
Therapie mit Alpha-Interferon und Doxorubicin in submaximaler
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Dosis (20 mg/m?). Die mediane Uberlebenszeit der Patienten lag bei
1089 Tagen und war nicht besser als bei konventionell therapierten
Patienten. Ausnahme war ein Hund, welcher 16 Monate tumarfrei
blieb, weshalb dieser Therapie in der Diskussion ein Wirkungspoten-
tial zugesprochen wurde [36]. Die von PetBioCell entwickelte Im-
muntherapie basiert ebenfalls auf der Transplantation autologer
DCs, allerdings kommen bei diesem Verfahren naive (unreife und
nicht mit Tumorantigen beladene) DCs zum Einsatz. Die vom Her-
stellerin einem Kongressbeitrag [22] berichteten deutlich ingeren
Uberlebenszeiten im Vergleich zur bislang bekannten Literatur kén-
nen in dervorliegenden Studie nicht bestatigt werden.

Mit einer Uberlebenszeit von iiber 2 Jahren lebte ein Patient in
der DC-Gruppe ungewdhnlich lang. Auch in der Literatur werden
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bei knapp 10% der Patienten lange Uberlebenszeiten nach alleini-
ger Splenektomie beschrieben [8]. In der Untersuchung von Wen-
delburg et al. [17] zeigte sich so eine 1-Jahres-Uberlebensrate von
11,1%, 4 von 145 Hunden iiberlebten >2 Jahre ohne adjuvante
Therapie. Auch in der PB-Gruppe erreichte ein Patient eine Uberle-
benszeitvon > 1 Jahr. Die Griinde fiir dieses Phanomen sind unklar,
doch unterstreicht es die Bedeutung einer Placebogruppe bei der
Wirksamkeitsiiberpriifung einer Therapie.

Eine magliche Erklarung fiir die Unwirksamkeit des PetBioCell-
Verfahrens kdnnte auf die Applikation von unreifen und nicht mit Tu-
marantigenen beladenen DCs zuriickzufiihren sein. Fir die Wirk-
samkeit einer DCT ist die Reifung der verimpften DCs relevant. Diese
geschieht nach Kontakt mit Zytokinen, die durch inflammatorische
und neoplastische Prozesse freigesetzt werden. Inder Humanmedi-
zin werden therapeutisch eingesetzte DCs vor der Verimpfung zu-
meist in vitro mit einem Zytokincocktail zur Reifung stimuliert. Eini-
ge Studien ermittelten einen Vorteil bei der Vakzination reifer ge-
geniberunreifer DCs [37, 38]. Reife DCs haben bessere migratorische
Fahigkeiten sowie eine héhere Expression von Haupthistokompati-
bilitatskomplexen (MHC). Letztere sind filr die Antigenprisentation
und -erkennung durch T-Zellen wichtig. Zudem besteht die Hypo-
these, dass unreife DCs eine Antigen-spezifische Toleranz des Im-
munsystems bewirken kdnnen [33]. Da in unserer Studie die auto-
loge Zelltransplantation 2-3 Wochen nach Splenektomie sowie vor
Auftreten von Makrometastasen erfolgte, kdnnten die notwendigen
Zytokine zur Reifung der Zellen gefehlt haben. Beim Menschen wird
eine DCT iiblicherweise zudem mit Tumorlysat-/Tumorantigen-be-
ladenen DCs durchgefihrt [33]. Dies wird als ein wichtiger Schritt
zur Stimulation der DC und zur Uberwindung des immunsuppressi-
ven Tumormikromilieus angesehen. Auch unter diesen Aspekten ist
die postulierte Wirksamkeit der von Petbiocell entwickelten Immun-
therapie prinzipiell kritisch zu hinterfragen.

Trotz aller Forschung gab es fiir den Menschen bislang nur ein
einziges zugelassenes Medikament (Sipuleucel-T®), bestehend aus
reifen DCs beladen mit dem prostataspezifischen Protein ,saure
Phosphatase” (PA2024) als Tumorantigen. Die Vakzine war bis 2015
zur Therapie fortgeschrittener Prostatakarzinome des Menschen
zugelassen, das Praparat wurde jedoch aufgrund nicht quantifizier-
barem Zusatznutzen vom Markt genommen.

Verschiedene Reviews der humanmedizinischen Literatur [32-
34, 39] beschaftigen sich mit dem bislang fehlenden klinischen Nut-
zen der DC-Impfstoffstrategien. Kritisiert wurden vor allem fehlende
standardisierte Verfahren. Die Faktoren (geeignete Tumorantigene
und Zytokine, Menge der verimpften DC und die Applikationsart),
welche potenziell zu einer Optimierung der Therapie fiihren kénn-
ten, konnten selbst nach jahrelanger Forschung nicht ermittelt wer-
den. Als weiterer Grund wird der Zerfall vieler DC nach der Injektion
vermutet. Nur <5% der Zellen erreichen die regionalen Lymphkno-
ten [40]. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die notwendige Uberwin-
dung des Immun-Escape Mechanismus des Tumors durch die auto-
logen DCs. Die genannten Aspekte weisen darauf hin, dass neue
Techniken entwickelt werden missen, um das Potenzial dendriti-
scher Zellen effektiver nutzen zu kdnnen. Als moglicher Ansatz wird
beispielsweise die Verbesserung der Antigen-Beladung- und Présen-
tation durch die DCs mit Hilfe von Nanopartikeln, Antikrper-Anti-
gen-Konjugaten oder Virus-Co-Delivery-Systemen diskutiert [39].
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Vergleichbar mit der Erfahrung beim Menschen erwies sich in
dieser Studie die DCT als nebenwirkungsarm. Die unerwiinschten
Wirkungen waren mild, selbstlimitierend und teilweise nurals ,sub-
jektive” Veranderung wahrnehmbar. Interessanterweise traten in
beiden Gruppen die Nebenwirkungen in gleicher Anzahl und Aus-
pragungsgrad auf, wobei ein direkter Zusammenhang mit der Be-
handlung teilweise nurvermutet bzw. aus der zeitlichen Assoziati-
on mit der Behandlung riickgeschlossen werden konnte.

Eine Limitierung der Studie ist insbesondere die geringe Patien-
tenanzahl. Eine Power-Analyse erfolgte vor Beginn der Studie nicht
und somit kénnte die Patientenanzahl zu gering gewesen sein, um
einen signifikanten Uberlebensunterschied darzustellen. Allerdings
zeigten die Frgebnisse nicht einmal ansatzweise verbesserte (ber-
lebenszeiten der DC-Gruppe, weshalb die Wahrscheinlichkeit fiir
einen statistisch signifikanten Effekt der PetBioCell Therapie selbst
bei einer deutlichen Ausweitung der Probandenzahl als gering ein-
zustufen gewesen ware. Eine weitere Limitierung ist das Fehlen einer
neutralen wissenschaftlich-analytischen Verifizierung beziiglich der
Anzahlinjizierter lebender DCs. Die Verifizierung der Anzahl und Vi-
abilitit der DC erfolgte vor dem Versand des Impfstoffs im Labor der
Herstellerfirma. Auch wenn Transport und Geschwindigkeit der Ap-
plikation stets gemaR den Vorgaben des Herstellers erfolgten, wurde
nicht emneut unabhangig gepriift, wie viele lebensfahige Zellen beim
individuellen Patienten zur Anwendung kamen.

FAZIT FUR DIE PRAXIS

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Applikation
extrakorporal expandierter, unreifer dendritischer Zellen
nach der Methode der Firma PetBioCell zu keiner nachweis-
baren Verbesserung der Uberlebenszeit bei Hunden mit HSA
der Milz fihrt. Vor dem Hintergrund gleichartiger Ergebnis-
se humanmedizinischer Studien sollte die Wirksamkeit des
PetBioCell-Verfahrens bereits vorn Grundprinzip her
diskutiert werden. Von einer einzelnen placebokontrollierten
Studie kann jedoch nicht auf eine grundsatzliche Unwirk-
samkeit einer Therapiestrategie geschlossen werden. Aus
diesemn Grund sind weitere Studien, auch im Rahmen
anderer Tumorerkrankungen sowie eine Weiterentwicklung
der Immuntherapie von groBer Bedeutung.
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IV. DISKUSSION

HSA der Milz bei Hunden sind hochmaligne Tumoren. Viele Patienten werden
bereits perioperativ euthanasiert oder versterben bei alleiniger Splenektomie nach
nur wenigen Monaten aufgrund von Metastasen (Batschinski et al., 2018; Clifford
et al., 2000; Wood et al., 1998). Therapie der Wahl bei einem HSA der Milz ist
daher die Splenektomie, gefolgt von einer adjuvanten Chemotherapie mit einem
anthracyclinhaltigen Protokoll oder einer MC mit CTX. Allerdings verbessern
adjuvante Therapien die UZ nur um wenige Monate (Batschinski et al., 2018; Bray
et al., 2018; Kim et al., 2007; Ogilvie et al., 1996; Wendelburg et al., 2015).
Immuntherapeutische Therapieansitze beim caninen HSA der Milz zeigten in der
Vergangenheit vielversprechende Ergebnisse, weshalb seit Jahren v. a. auch nach

neuen wirksamen immuntherapeutischen Optionen geforscht wird.
Immuntherapie fiir Himangiosarkome in der Tiermedizin

Mitte der 90er-Jahre erbrachte die Anwendung einer aktiven unspezifischen
Immuntherapie bei Patienten mit HSA der Milz vielversprechende Ergebnisse
(Vail et al., 1995). In dieser Studie zeigte die zusétzliche Anwendung des
Makrophagenaktivators L-MTP-PE zur Chemotherapie (DOX, CTX) die langsten
bisher beschriebenen medianen UZ (277 Tage). U’Ren et al. (2007) untersuchte bei
13 Hunden eine aktive spezifische Immuntherapie bestehend aus einem allogenen
Tumorimpfstoff aus Lysaten zweier caniner HSA-Zelllinien. Die Applikation
erfolgte intraperitoneal, zusétzlich erfolgte ebenfalls eine Chemotherapie mit DOX.
Zwar zeigten weiterfithrende Untersuchungen das Hervorrufen einer humoralen
Immunantwort, doch waren die medianen UZ ihnlich im Vergleich zur
Kontrollgruppe, welche nur mit DOX behandelt wurde. Grundsétzlich wird jedoch
der adjuvanten Immuntherapie beim caninen HSA ein therapeutisches Potenzial

bescheinigt (Musser et al., 2022).
DC-basierte antineoplastische Immuntherapie

Die auf Basis autologer DC entwickelten Anti-Tumor Impfstoffe gehdéren zur
Gruppe der aktiven spezifischen Immuntherapie. DCs sind wichtige
antigenprasentierende Zellen des Immunsystems. Durch ihre Fahigkeit zur
Kreuzprdsentation fiihren sie nach Aufnahme eines Antigens und anschlieBender

Wanderung in den drainierenden Lymphknoten zur Aktivierung sowohl der Tc-
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Zellen sowie der TH-Zellen. Dariiber hinaus reduzieren sie Inmunrepressoren, wie
z.B. CD4+CD25+Foxp3+ Treg-Zellen (Schmidt et al., 2004). Dies sind wichtige
Vorgénge im Rahmen der T-Zell-abhéngigen Anti-Tumor-Immunitét (Broz et al.,
2014). In-vitro- und In-vivo-Studien konnten zeigen, dass die Vakzination von mit
Tumor-Lysaten geprimten DCs therapeutische Anti-Tumor-Aktivitit entfalten
konnen (Lim et al., 2007). In der Humanmedizin wird der Einsatz der DCT bei
bestimmten Tumorarten seit Jahren eingehend erforscht (Bol et al., 2016; Gardner
et al., 2020; Nava et al., 2021). In allen Studien war eine Immunantwort
nachweisbar, allerdings war der klinische Nutzen meist gering. Phase-III-Studien
konnten bisher nur bei Prostatakarzinomen, Melanomen, Glioblastomen und

Nierenzellkarzinomen erreicht werden (Anguille et al., 2014).

In der Tiermedizin wurden bisher nur sehr vereinzelt Therapieansitze mit DC
verfolgt. Griinde hierfiir sind v. a. die Kosten und die aufwéndige Logistik
randomisierter klinischer Studien. Ein weiterer Aspekt ist aber auch der Mangel an
bekannten Oberflichenantigenen bei bestimmten Tumoren (Klingemann, 2021).
Konduri et al. (2019) fiihrten eine Phase-I-Pilotstudie durch, in der 5 Hunde mit
HSA der Milz eine intraperitoneale Therapie mit autologen DC erhielten. Die DC
wurden vorher in vitro mit Tumor-mRNA beladen, welches aus einem Lysat des
resezierten Tumorgewebes gewonnen wurde. Zusétzlich erfolgte eine Therapie mit
IFN-0a und DOX in submaximaler Dosis (20 mg/m?). Ein Hund blieb tumorfrei fiir
16 Monate, weshalb dieser Therapieform ein Wirkungspotential zugesprochen

wurde. Allerdings betrug die mediane UZ der Patienten insgesamt nur 109 Tage.

Eine von der Firma PetBioCell entwickelte Immuntherapie basiert ebenfalls auf der
Anwendung autologer DC. Hierbei werden die DC aus dem peripheren Blut
herangeziichtet und anschlieBend in unreifem Zustand dem Patienten injiziert. Eine
vorherige Beladung mittels Tumorantigenen findet nicht statt. In einem
Kongressbeitrag berichtet die Firma von 10 Hunden mit HSA der Milz, die mit
dieser Therapie behandelt wurden und iiberdurchschnittlich lange UZ zeigten

(Grammel, 2016).

Ziel dieser placebokontrollierten Doppe-Blind-Studie war die Evaluierung des von
der Firma PetBioCell kommerziell vertriebenen, auf ungeprimten, unreifen
autologen dendritischen Zellen basierenden Immuntherapieverfahrens hinsichtlich

Wirksamkeit und moglicher Nebenwirkungen bei Himangiosarkompatienten.
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Material und Methoden

Prinzipiell sollten neue Therapieverfahren in wissenschaftlich kontrollierten
Studien untersucht und erst nach ausreichenden Hinweisen auf eine Wirksamkeit
zur breiten Anwendung empfohlen werden. Hierbei werden prospektive,
placebokontrollierte Blind-Studien als der ,,Goldstandard* angesehen. Bei diesem
Studiendesign wird eine randomisierte Gruppe von Patienten mit dem zu testenden
Therapieverfahren behandelt (Verum-Gruppe) und mit einer &hnlich
zusammengesetzten Kontrollgruppe gleichartiger erkrankter und iiberwachter
Patienten verglichen, die jedoch ein wirkungsloses Placebo enthédlt (Placebo-
Gruppe; PB-Gruppe). Die ,,Verblindung™ bedeutet, dass weder der Arzt noch die
Patientenbesitzer Informationen erhélt, welchem der beiden Therapiearmen der
jeweilige Patient zugehort. Die Entblindung und Auswertung erfolgen erst nach

Beendigung der gesamten Studie, um eine vollstindige Neutralitdt zu wahren.

Patientenbesitzer, die eine adjuvante Chemotherapie nach einer Operation
ablehnten, wurde die Teilnahme an der Studie angeboten. Griinde fiir die
Ablehnung der Chemotherapie waren meist die Sorge vor Nebenwirkungen, damit
assoziierte Kosten und/oder die trotz Adjuvanztherapie enttduschende Prognose

(UZ in der Regel < 1 Jahr).

Zur Vereinheitlichung des Patientenguts und somit zur besseren Vergleichbarkeit
der DC- und PB-Gruppe wurden vor Beginn der Studie verschiedene
Ausschlusskriterien festgelegt. Patienten in den Erkrankungsstadien I und II
wurden zugelassen, da einige Studien keine signifikanten Unterschiede in der
Prognose zwischen Patienten im Stadium I und II gezeigt hatten (Gardner et al.,
2015; Wood et al., 1998). Hingegen wurden Patienten mit zum Zeitpunkt der
Splenektomie makroskopisch erkennbaren Metastasen (Stadium III) von der Studie
ausgeschlossen, da diese im Vergleich zu Patienten ohne Makrometastasen in
vielen Untersuchungen eine deutlich schlechtere UZ zeigen (Masyr et al., 2021;
Matsuyama et al., 2017). In beiden Gruppen gehdrte die Mehrheit der Patienten
dem Stadium II (rupturierter Tumor) an, lediglich je ein Patient war im Stadium I.
Dies beruht darauf, dass erkrankte Hunde hédufig erst im Rahmen -eines
Schockgeschehens nach  Ruptur des Milztumors vorstellig  werden.
Milzverdnderungen fiithren in der Regel nur zu unspezifischen Symptomen oder
sind symptomlos, weshalb sie bis zur Ruptur meist unbemerkt bleiben. Ein

Vergleich zwischen den beiden Stadien war in dieser Studie aufgrund der nur
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geringen Fallzahlen nicht méglich.

Weitere Ausschlusskriterien waren andere hoher maligne Neoplasien zum
Zeitpunkt der Hadmangiosarkomdiagnose (u. a. Osteosarkom, malignes orales
Melanom, Mammakarzinom) sowie eine vorherige Chemotherapiegabe. Ein
weiteres Ausschlusskriterium war die Gabe einer Bluttransfusion z. B. im Rahmen
der Splenektomie nach Tumorruptur, da diese die Herstellung der autologen DCT

beeinflussen konnte.

In der vorliegenden Studie war die Rasse- und Altersverteilung der Patienten
vergleichbar mit den in der Literatur beschriebenen klassischen Risikogruppen
(Brown et al., 1985; Griffin et al., 2021; Prymak et al., 1988). Die Verteilung der
Patienten auf beide Therapiearme (PB und DC) erfolgte randomisiert und bereits
vor Beginn der Studie. Insgesamt erwies sich das Signalement in beiden
Therapiearmen bis auf das Geschlechtsverhiltnis als weitestgehend vergleichbar.
Die Literatur berichtet von keiner geschlechtsabhéngigen Prognose bei Patienten
mit HSA der Milz, weshalb dies bei der Auswertung als fiir die Fragestellung nicht

relevant erachtet wurde.
Ergebnisse

Die Mehrheit der Patienten in beiden Gruppen verstarb aufgrund von Metastasen
des HSA. Leider erfolgte bei keinem der verstorbenen Patienten eine Sektion mit
histopathologischer Untersuchung. Ein Patient in der DC-Gruppe verstarb aufgrund
einer anderen Grunderkrankung und zeigte in der Bildgebung keine Hinweise auf
Metastasen. Dieser zeigte von allen Studienteilnehmer die lingste UZ. Die
medianen UZ in beiden Therapiearmen sind mit den beschriebenen UZ nach

alleiniger Splenektomie vergleichbar (Batschinski et al., 2018; Wood et al., 1998).

In unserem Patientengut zeigte sich bei dem Vergleich beider Gruppen (PB- und
DC-Gruppe) kein statistisch signifikanter Unterschied beziiglich der medianen UZ.
Somit war beim caninen HSA nach Anwendung der Kriterien -einer
evidenzbasierten Medizin keine Wirksamkeit des PetBioCell Therapieverfahrens

nachvollziehbar.
Langzeitiiberlebende

In jeder der beiden Therapiegruppen gab es interessanterweise je einen

langzeitiiberlebenden Patienten (UZ > 1 Jahr). Der langzeitiiberlebende Patient der



IV. Diskussion 29

DC-Gruppe tiberlebte 2 Jahre und verstarb letztendlich nicht aufgrund der
Tumorerkrankung. Derjenige der PB-Gruppe zeigte eine UZ von iiber einem Jahr
und verstarb vermutlich aufgrund der Ruptur von Lebermetastasen. Beim HSA der
Milz wird in der Literatur bei etwa 10 % der Patienten nach alleiniger Splenektomie
von UZ von > 1 Jahr berichtet (Wood et al., 1998). So lag in der Studie von
Wendelburg et al. (2015) die 1-Jahr-Uberlebensrate nach alleiniger Splenektomie
bei 11,1 %, 4 von 145 Hunden (4,2 %) liberlebten sogar > 2 Jahre ohne zusétzliche
systemische Therapie. Die Griinde fiir diese ungewdhnlich langen UZ sind unklar,
aber ihr Vorkommen unterstreicht die Wichtigkeit einer PB-Gruppe und kann nicht

als Hinweis auf die Wirksamkeit einer Therapie gewertet werden.
Maogliche Griinde fiir eine Unwirksamkeit des PetBioCell -Verfahrens

Die PetBioCell-Methode postuliert eine verbesserte Immunreaktion gegen die
Tumorerkrankung durch die zusitzliche Applikation unreifer und nicht antigen-
geprimter ,naiver DCs (vgl. https://www.petbiocell.de). Dies impliziert die
Annahme, dass Tumorpatienten entweder einen Mangel an DCs aufweisen und
daher von einer Wiederherstellung eines physiologischen Pools an DC profitieren
kénnten oder dass eine ,,Ubersupplementation” unreifer DCs eine verstirkte

Immunantwort induzieren wiirde.

Als ein moglicher Grund fiir die Unwirksamkeit der Therapie wird die Anwendung
von unreifen DC angesehen. Nur der Kontakt mit bestimmten Zytokinen, die bei
inflammatorischen oder neoplastischen Prozessen ausgeschiittet werden, fiihrt zur
Reifung der DC. Da in unserer Studie die Therapie 2-3 Wochen nach der
Milzexstirpation und vor Auftreten von Makrometastasen verabreicht wurde,
konnten die notwendigen Zytokine zur Reifung der Zellen gefehlt haben. Insgesamt
ermittelten einige Studien einen Vorteil der Vakzination reifer gegeniiber unreifer
DCs (Draube et al., 2011; Lee et al., 2002). Zum einen haben reife DC bessere
migratorische Fihigkeiten sowie eine hohere Expression von MHC-I und —II, die
fiir die Antigenprisentation und -erkennung durch T-Zellen von grof3er Bedeutung
sind. Zum anderen konnten unreife DC eine Antigen-spezifische Toleranz des
Immunsystems hervorrufen (Bol et al., 2016). In der Humanmedizin wird aus
diesem Grund héufig bereits in vitro die Reifung durch bestimmte Zytokincocktails

stimuliert.

Zudem ist es fraglich, wie viele der verimpften DCs tiberhaupt zu den peripheren
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Lymphknoten wandern. Aufgrund des Zerfalls vieler DC direkt nach der Injektion
gibt es Hinweise, dass selbst bei Verimpfung reifer DCs grundsétzlich nur <5 %

der Zellen die regionalen Lymphknoten erreichen (De Vries et al., 2003).

Eine wichtige mogliche Erklarung fiir die Ergebnisse unserer Studie ist das Fehlen
einer in-vitro-Beladung der DC mit spezifischen Tumorantigenen oder multiplen
Tumorantigenen z. B. durch Inkubation mit Tumorlysat. Alle in der
humanmedizinischen Forschung verwendeten Strategien der DCT verwenden
antigenbeladene DCs (Bol et al., 2016). In der Studie von Gyorffy et al. (2005)
wurden 3 Hunde mit malignem Melanom mit einer autologen DCT behandelt. Nur
bei einem Hund konnte eine antigen-spezifische zytotoxische T-Zell-Aktivitat
nachgewiesen werden, und dieser zeigte als einziger Patient {iber einen langen
Zeitraum (48 Monate) keine Hinweise auf ein Rezidiv oder Metastasen. In der
genannten Studie (Gyorfty et al., 2005) wurden die autologen DC jedoch mit einem
adenoviralen Vektor transduziert, welcher das humane Melanom-Antigen gp100
exprimiert, so dass eine tumorspezifische immuntherapeutische Wirkung mdéglich
war. Im Vergleich hierzu werden bei der Methode von PetBioCell naive DC
verimpft, womit sie fiir eine antitumorale Wirksamkeit auf einen ,,zufdlligen*
Kontakt mit HSA-Tumorantigenen angewiesen wiren. Ob es zu einer Aktivitat der
verimpften DCs kam, wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht, da keine

Untersuchung der zytotoxischen T-Zell-Aktivitdt im Blut der Patienten erfolgte.

Unter den genannten Aspekten muss die postulierte Wirksamkeit der PetBioCell
Immuntherapie mit unreifen und naiven DC vom Grundprinzip her kritisch
hinterfragt werden. Neue immuntherapeutische Ansétze in der Tumortherapie
haben grofles Potential auch in der Tiermedizin, doch sollte vor der Vermarktung
eines Verfahrens eine ausreichende Forschung zum proof-of-principle eines
Therapieansatzes gefolgt von klinischen Studien nach den Grundsdtzen der

evidenzbasierten Medizin stehen (Makker et al., 2024).
Dendritische Zelltherapie in der Humanmedizin

Trotz aller Forschung sind die derzeitigen Ergebnisse verschiedener klinischer
Studien bei der autologen DCT beim Menschen ebenfalls enttduschend (Nava et al.,
2021). Bislang gibt es mit Sipuleucel-T (Provenge®) nur einen einzigen,
zugelassenen Impfstoff auf Basis autologer DC. Bei dieser DC-Tumorvakzine

werden reife DC mit dem prostataspezifischen Protein ,,saure Phosphatase*
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(PA2024) als Tumorantigen beladen. Bis 2015 war dieses Priparat in der EU zur
Behandlung fortgeschrittener Prostatakarzinome beim Menschen zugelassen.
Aufgrund von Zweifeln beziiglich der Ergebnisse der klinischen Studien, den hohen
Kosten und dem fraglichen Zusatznutzen der Therapie wurde das Priparat

letztendlich jedoch wieder vom Markt genommen.

Viele verschiedene Reviews (Bol et al., 2016; Gardner et al., 2020; Jung et al., 2018;
Nava et al., 2021; Sutherland et al., 2021) gehen den mdoglichen Griinden fiir die
fehlende Effektivitdt der bisher angewandten DCT nach. Hierzu zdhlen u. a.
mangelnde Immunogenitdt vieler Tumoren und ein immunsuppressives
Tumormilieu (tumor microenvironment, TME). Als ein groBer Faktor wird auch
das  Fehlen standardisierter = Applikationsverfahren = genannt. = Welche
Applikationsroute (intradermal, intranodal, intravends, intraperitoneal), welche
Menge an DC und wie hédufig sowie in welchen Intervallen die Gabe erfolgen sollte,
um die hochste Effektivitit zu erreichen, bleibt auch nach jahrelanger Forschung

unklar.

Zudem konnte bisher nicht ermittelt werden, welches Verfahren zur
Tumorantigenbeladung das Geeignetste ist. Am einfachsten und hiufigsten wird
Tumorlysat verwendet. Nachteil dieser Methodik ist, dass hierbei auch
korpereigene Antigene préisentiert werden kdnnten und dadurch die Entstehung
einer Autoimmunerkrankung gefordert werden konnte. In vielen Studien waren
jedoch kaum Nebenwirkungen ersichtlich. Neuere Verfahren wie die Anwendung
von Neoantigenen, Antikorper-Antigen-Konjugaten oder Virus-Co-Delivery-
Systemen zur Verbesserung der Antigenbeladung und -prisentation werden derzeit

diskutiert (Garg et al., 2017; Sutherland et al., 2021).

Seit Jahren ist bekannt, dass die Anwendung von reifen DC zur besseren
Wirksamkeit der Therapie zu empfehlen ist (Bol et al., 2016). Meist wird zur
Induktion der Zellreifung ein Zytokincocktail verwendet. Jedoch konnen bestimmte
Zytokine (u.a. Prostaglandin-E2 (PGE2)) das immunsuppressive TME durch z. B.
die Aktivierung von Treg-Zellen unterstiitzen. Aus diesem Grund wird derzeit nach
neueren Methoden (z. B. TLR- oder CD40-Liganden) gesucht. Das optimale
Verfahren zur Reifung der DC wird derzeit jedoch noch erforscht (Anguille et al.,
2014).

Weiterhin ist in den letzten Jahren der Einsatz von verschiedenen Subpopulationen
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der DC in den Fokus geraten. In der Regel erfolgt die Herstellung der moDC aus
dem peripheren Blut in vitro durch Inkubation mit zwei Zytokinen (GM-CSF und
IL-4). Die moDC haben jedoch nach der lange benétigten in vitro-Kultivierung nur
noch eine eingeschrinkte Funktionalitit. Es ist derzeit unklar, ob die Anwendung
anderer Subpopulationen (cDC1, c¢DC2, pDC) effektiver eine Anti-Tumor-
Immunitét hervorrufen konnte. Dennoch kdnnte die Anwendung einer DCT, welche

mehrere Subpopulationen beinhaltet, von Vorteil sein (Lee et al., 2023).

Ein weiterer wichtiger Faktor, der als eine Hauptursache fiir die Ineffektivitét der
DCT angesehen wird, ist die Notwendigkeit der Uberwindung des
immunsuppressiven TME (Jung et al., 2018). Durch verschiedene Mechanismen
kommt es u. a. zur Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen, Downregulation
der MHC-Expression sowie Beeintrichtigung der Antigenprésentation (Nava et al.,
2021). Mittels der Entwicklung neuerer Generationen und der Optimierung des

Herstellungsverfahrens der DCT wird versucht, dieses zu tiberwinden.

Viele Studien favorisieren die Gabe der DCT im adjuvanten Setting (Bol et al.,
2016; Indelicato und Finkelstein, 2012; Najafi und Mortezaee, 2023; Nava et al.,
2021). Die Kombination einer DCT mit Chemo- oder Strahlentherapie oder mit
kleinmolekularen Wirkstoffen (z. B. Checkpointinhibitoren (ICI)) werden in der
Literatur diskutiert (van Gulijk et al., 2018). Eine vorherige Behandlung mit
Chemotherapie fiihrt zum Tod der Tumorzellen, deren Fragmente anschlieBend
immunogen wirken kdnnen. So ist bekannt, dass untergehende Tumorzellen iiber
ein hohes immunogenes Potential verfligen und die Anti-Tumor-Immunitit von
Immuntherapeutika verstirken konnen (Garg et al.,, 2017). In einigen Studien
konnte auch ein synergistischer Effekt bei Patienten beobachtet werden, welche vor

der DCT eine Bestrahlungstherapie erhielten (Nava et al., 2021).

In den letzten Jahren hat eine neuere Immuntherapie (ICI) an Bedeutung gewonnen.
ICI sind Antikdrper, die durch die Hemmung bestimmter Oberflachenproteine (u.
a. Programmed cell death protein 1 (PD-1)) die Anti-Tumor-Immunitét
unterstiitzen. Allerdings kommt es bei dieser Therapieform héufig zu Resistenzen.
Bei einem Vergleich mehrerer Studien, welche ICI in Kombination mit einer DCT
verabreichten, konnte eine suffiziente und auch langfristige Anti-Tumor-Aktivitét

beobachtet werden (Najafi und Mortazaee, 2023).
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Nebenwirkungen

Uber milde Nebenwirkungen wurde bei beiden Therapiegruppen unserer Studie
berichtet, ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen in Art, Haufigkeit
und Intensitdt der Nebenwirklungen lag jedoch nicht vor. Interessant ist die
Tatsache, dass Besitzer auch bei der PB-Gruppe, die lediglich zellfreies
Kulturmedium injiziert bekam, itiber Nebenwirkungen berichteten. Bei beiden
Gruppen waren die beobachteten Symptome meist subjektiv, und ein direkter
Zusammenhang mit der Behandlung konnte teilweise nur vermutet werden. Dies
unterstreicht die Notwendigkeit einer PB-Gruppe bei der Evaluation nicht nur der
Wirksamkeit, sondern auch der Nebenwirkungen eines Therapieverfahrens.
Allerdings ist anzumerken, dass das Zellkulturmedium selbst moglicherweise
immunogene Komponenten enthalten konnte, die zu einer lokalen Reaktion oder

systemischen fiebrigen Entziindung Anlass geben konnten.
Einschriankungen der Studie

Eine wichtige Limitierung ist die geringe Patientenanzahl. Eine Poweranalyse
erfolgte vor Studienbeginn nicht. Da sich jedoch bei den Patienten aus der DC-
Gruppe nicht einmal ein Trend zu besseren UZ im Vergleich zur PB-Gruppe zeigte,
wird es als unwahrscheinlich erachtet, dass eine hohere Probandenzahl andere
Ergebnisse erbracht hétten. Ein weiterer Punkt ist bei den verstorbenen Patienten
das Fehlen einer Sektion und ggf. histopathologischen Untersuchung. Zum
Todeszeitpunkt wurden bei 3 Patienten aus der PB-Gruppe und 2 aus der DC-
Gruppe keine weiterfiihrenden Untersuchungen durchgefiihrt, somit konnte nur
anhand der Symptome die Tumorerkrankung als Todesursache vermutet werden.
Bei dem Patienten mit der lingsten UZ aus der DC-Gruppe fanden sich zum
Todeszeitpunkt anhand bildgebender Untersuchungen keine Hinweise auf eine
Metastasierung. Auch in diesem Fall hitte eine Sektion mit histopathologischer

Untersuchung sicherere Ergebnisse erbracht.

Zur weiteren Beurteilung der Wirkung dieses Therapieverfahrens wire die
Untersuchung der zytotoxischen T-Zell-Aktivitdt aus dem peripheren Blut von
Interesse gewesen. In vielen Studien aus der Humanmedizin zeigte sich zwar keine
klinische Verbesserung der UZ, doch konnte eine erhdhte T-Zell Aktivitit als Folge
der DCT nachgewiesen werden, womit der Therapie zumindest eine anti-tumorale

Immunantwort zugesprochen werden konnte (Nava et al., 2021).
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Eine weitere wichtige Limitierung ist das Fehlen einer neutralen wissenschaftlich-
analytischen Verifizierung der DCs vor der Vakzination. Vor Versand erfolgte zwar
eine Untersuchung der Anzahl und Viabilitit der DC im Labor der Herstellerfirma,
und der Transport und die Applikation der DCT erfolgten geméf den Vorgaben des
Herstellers, jedoch wurde nicht unabhéngig liberpriift, in welcher Anzahl lebende

DC schlieBlich dem jeweiligen Patienten verabreicht wurden.
Schlussfolgerung

Anhand der Ergebnisse dieser Studie konnte bei der Applikation autologer, unreifer
DC nach der PetBioCell-Methode keine Wirksamkeit bei Hunden mit HSA der
Milz nachgewiesen werden. Zwar kann durch eine einzelne placebokontrollierte
Studie nicht auf eine grundsitzliche Unwirksamkeit des PetBioCell-Verfahrens
geschlossen werden, doch sollte auf dem Hintergrund der Ergebnisse
humanmedizinischer Studien und im Hinblick auf die Verwendung unreifer und
nicht mit Tumorantigenen beladener DCs das Wirkungspotential der PetBioCell-

Methodik vom Grundprinzip her kritisch hinterfragt werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Zielsetzung

HSA der Milz beim Hund sind hochmaligne mesenchymale Tumoren. Aufgrund
ihrer hohen Metastasierungsneigung, liegen die medianen UZ nach Splenektomie

und adjuvanter Chemotherapie bei 5-8 Monaten.

Ziel dieser prospektiven placebokontrollierten Doppel-Blind-Studie war es, die
Wirksamkeit einer adjuvanten DC nach der PetBioCell-Methode nach erfolgter
Milzexstirpation zu evaluieren. Mogliche Nebenwirkungen dieser Therapie wurden

tiberpriift.

Material und Methoden

In dieser Studie wurden insgesamt 21 Hunde mit histologisch nachgewiesenem
HSA der Milz nach Splenektomie inkludiert. Ausschlusskriterien waren das
Vorliegen von Metastasen oder weiterer hochmaligner Tumore, die Durchfithrung
einer Chemotherapie und der Erhalt einer Bluttransfusion intra- oder postoperativ.
10 Hunde erhielten die DC, 11 Hunde bekamen ein PB verabreicht. Die Injektionen
erfolgten intradermal in den ersten 3 Monaten monatlich, anschliefend alle 3
Monate bis zum Tod der Patienten. Die Uberlebenszeiten sowie Nebenwirkungen

beider Gruppen wurden verglichen.

Ergebnisse

Die Nachverfolgung aller Patienten erfolgte bis zur Euthanasie bzw. bis zum
Versterben aufgrund von Metastasen. Ein Patient aus der DC-Gruppe wurde
aufgrund einer anderen Erkrankung euthanasiert, dieser hatte die ldngste
Uberlebenszeit (668 Tage). Aus der PB-Gruppe iiberlebte ein Hund 448 Tage nach
Splenektomie, dieser verstarb aufgrund von Metastasen. Die mediane

Uberlebenszeit betrug bei der DC-Gruppe 74 Tage, bei der PB-Gruppe 126 Tage.

Insgesamt zeigte sich statistisch kein signifikanter Unterschied in der UZ zwischen
den beiden Gruppen (t(19) = - 0,094, p = 0,463). In beiden Gruppen wurden

dhnliche milde und selbstlimitierende Nebenwirkungen beobachtet.

Schlussfolgerung und klinische Relevanz

Die Anwendung von autologen, unreifen und ungeprimten DC nach der PetBioCell-
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Methodik zeigte beim HSA der Milz des Hundes keine nachweisbare Wirksamkeit.
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VL.

SUMMARY

Objective

Splenic HSA of the dog are malignant mesenchymal tumours. Due to their high
tendency to metastasis, the median survival times after splenectomy and adjuvant

chemotherapy range between 5 to 8 months.

The goal of this prospective placebo-controlled double-blinded study was to assess
the effectiveness of the dendritic cell therapy according to the PetBioCell-method

after splenectomy. Possible side effects of this therapy were also evaluated.

Material and methods

In this study 21 dogs with histologically confirmed splenic HSA were included.
Exclusion criteria were the presence of metastasis or another malignant tumour,
receiving a chemotherapy or blood transfusion intra- or postoperatively. 10 dogs
obtained the dendritic cell therapy, 11 dogs received a placebo. Injections were
administered intradermally monthly for the first 3 months and then every 3 months

until death. Survival times and side effects of both groups were compared.
Results

For all 21 patient’s follow-up data were available until euthanasia or metastasis-
related death. One patient of the DC-group was euthanized due to another disease
and hat the longest survival time (668 days). One dog in the PB-group lived for 448

days, he died due to metastasis.

The median survival times in the DC- and PB-group were 74 and 126 days,
respectively. There was no significant difference in survival times between the two
groups (t(19) = - 0.094, p = 0.463). Side effects in both groups were mild and self-
limiting.

Conclusion

The application of autologous, immature, and unprimed dendritic cells according to

the PetBioCell-method showed no efficacy in canine splenic hemangiosarcoma.
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