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I. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Das feline Fibrosarkom ist ein hdufig bei der Katze anzutreffender mesenchymaler
Tumor, der sich im umgebenden Gewebe aggressiv und invasiv verhilt. Eine
Diagnosestellung der Umfangsvermehrung erfolgt entweder mit Hilfe einer
zytologischen Untersuchung, die jedoch nur bei 50 % der Fille diagnostisch ist oder
mittels einer histologischen Untersuchung (MARTANO et al. 2011). Bisher wird
eine multimodale Therapie, bestehend aus einer weitrdumigen chirurgischen
Exzision des Tumors, kombiniert mit einer strahlen- und chemotherapeutischen
Behandlung zur Verbesserung der Rezidiv-freien Zeit, empfohlen, da die
Rezidivrate bei einer alleinigen chirurgischen Behandlung mit 45 % bis 70 %
beschrieben ist (DAVIDSON et al. 1997, CRONIN et al. 1998, KOBAYASHI et
al. 2002, MARTANO et al. 2011). Bei einer histologisch vollstindigen
Tumorentfernung kann die Rezidivrate auch bei 14 % bis 50 % liegen (MCENTEE
und PAGE 2001, PHELPS et al. 2011). In einer aktuelleren Studie von Miiller und
Kessler wurden bei Katzen mit felinen Injektions-assoziierten Fibrosarkomen
(FISS) Rezidivraten von 33 % bis 55 % bei einer radikalen kurativen Operation von
Primdrtumoren und Rezidiven, in Abhéngigkeit von Faktoren wie einer Operation
des Primértumors im Vergleich zu einem Rezidiv, tumorfreien Resektionsrandern
und der Lokalisation des Tumors, dokumentiert (MULLER und KESSLER 2018).
Fiir die Planung der Operation ist eine vorangehende Bildgebung mittels
Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) ratsam, um
die Ausdehnung vor allem in der Tiefe zu evaluieren (LADLOW 2013). Die Zeit
bis zu einer erneuten Rezidiv-Bildung ist abhéngig von dem aggressiven radikalen
Vorgehen des Operateurs, wobei das Vorliegen von histologisch tumorfreien
Exzisionsrdndern ein erneutes Rezidiv nicht ausschlieft (HERSHEY et al. 2000).
Viele Katzen werden jedoch mit einem bereits inoperablen Tumor vorgestellt, bei
dem die Therapieoptionen limitiert sind. Das Chemotherapeutikum Doxorubicin
(DOX) wird tliberwiegend als neoadjuvante Therapie eingesetzt. Die maximal
tolerierbare Dosis von klassischem DOX betrigt bei der Katze 1,0 mg/kg. Bei der
Therapie des Hochrisikoweichteilsarkoms des Menschen wird ebenfalls eine
multimodale Therapie empfohlen. Den Unterschied zu der multimodalen Therapie
bei dem felinen Fibrosarkom bildet hierbei die zusidtzliche Therapie mit einer

regionalen Erwdrmung des Tumors, der Hyperthermie. Bei hohen Temperaturen
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kommt es durch die Hyperthermie zu einer direkten Zytotoxizitit. /n vitro herrscht
bei milden Temperaturen zwischen 40 °C und 43 °C ein tumorselektiver Effekt.
Tumoren weisen aufgrund ihres ungeordneten GefaBaufbaus hypoxische Regionen
und Areale mit niedrigem pH-Wert auf, die nicht in normalem Gewebe existieren.
Eine Hyperthermie kann die hypoxischen Areale reduzieren (ISSELS 2008,
LANDON et al. 2011). Hyperthermie sensibilisiert den Tumor fiir eine
Chemotherapie und Strahlentherapie. Die Wirksamkeit des Chemotherapeutikums
wird durch eine verbesserte Aufnahme des Medikamentes in die Zelle und durch
eine Hemmung der Reparatur von sublethalen Zellschdden des Medikamentes
gesteigert. Die Sensibilisierung fiir eine Strahlentherapie liegt in einer verbesserten
Sauerstoffversorgung des Tumorgewebes. AuBlerdem 16st die Bildung von
Hitzeschockproteinen (HSP), insbesondere HSP70, durch die absterbenden
Tumorzellen eine Immunantwort aus (MILANTI et al. 2002, ISSELS 2008).

Bei der Anwendung des Chemotherapeutikums DOX werden bei der Katze
systemische =~ Nebenwirkungen, wie gastrointestinale = Symptome, eine
Myelosuppression sowie eine kumulative Nephrotoxizitit, beschrieben. Durch die
Verwendung von Liposomen als Wirkstofftrager flir beispielsweise
Chemotherapeutika kann das Auftreten von systemischen Nebenwirkungen
reduziert werden. Liposomen bestehen aus einer, ein wéssriges Kompartiment
einschlieBenden, Lipid-Doppelschicht. Das Kompartiment kann mit hydrophilen
Arzneimitteln beladen werden (TORCHILIN 2005, LINDNER und HOSSANN
2010). Doxil® (registriert in Europa als Caelyx®) ist ein nicht-thermosensitives,
PEGyliertes mit DOX beladenes Liposom. Im Vergleich zu freiem DOX zeigte sich
bei Doxil® ein verbessertes Nebenwirkungsprofil, jedoch war keine Verbesserung
des Therapieeffektes zu beobachten (JUDSON et al. 2001, POIRIER et al. 2002,
LANDON et al. 2011). Mit der Erforschung thermosensitiver Liposomen (TSL)
konnte eine Wirkstoftfreisetzung in das Zielgewebe durch einen externen Stimulus
wie eine Hyperthermie realisiert werden (LANDON et al. 2011, LI et al. 2013,
KNEIDL et al. 2014). Bei der Phasenumwandlungstemperatur (Tm), die
iiblicherweise zwischen 39 °C und 42 °C liegt, wird der Wirkstoff durch eine
Permeabilitiatsinderung  der  Phospholipid-Doppelmembran  intravaskuldr
freigesetzt und ist in grofBeren Mengen bioverfiigbar (LINDNER und HOSSANN
2010, MANZOOR et al. 2012, LI et al. 2013). Die Phospholipide gehen hierbei von

einer soliden Gel-Phase, die durch eine geringe Permeabilitit flir fliissige
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Komponenten gekennzeichnet ist, in eine ungeordnete fliissige Phase mit erhohter
Permeabilitdt iiber (KNEIDL et al. 2014). Eine vielversprechende TSL-
Formulierung mit eingeschlossenem DOX ist die auf dem synthetischen
Phospholipid 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerol (DPPG2)
basierende DPPG,-TSL-DOX (WILLERDING et al. 2016, HOSSANN et al. 2021).

In vorangegangen Studien fand die Kombinationstherapie aus regionaler
Hyperthermie (RHT) und DPPG>-TSL-DOX bei inoperablen Fibrosarkomen von
Katzen aus Privatbesitz Anwendung (ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015).
Diese thermosensitive liposomale Formulierung wurde im Jahr 2004 erstmals von
Lindner et al. beschrieben (LINDNER et al. 2004). In einem Fibrosarkom-Modell
bei Nagetieren wurde diese Formulierung mit anderen Formulierungen (freier
Wirkstoff, eine nicht-thermosensitive und eine thermosensitive Formulierung)
verglichen und zeigte vielversprechende Ergebnisse (SCHMIDT 2011). Bei
Zimmermann wurde das DPPG,-TSL-DOX in Dosierungen zwischen 0,1 mg/kg
und 0,4 mg/kg eingesetzt (ZIMMERMANN 2014). Ein therapeutischer Effekt
zeigte sich bereits in einer Dosierung von 0,2 mg/kg. Vergleichend hierzu betrdgt
die Standarddosis von freiem DOX 1,0 mg/kg. Es wurden milde Nebenwirkungen
der Hyperthermie festgestellt, aber keine systemischen Nebenwirkungen, wie sie
bei freiem DOX zu beobachten sind. Da bei Zimmermann die maximal tolerierbare
Dosis noch nicht erreicht wurde, erhOhte Troedson in einer weiteren
Dosisfindungsstudie die Dosis des DPPG>-TSL-DOX auf bis zu 1,0 mgkg
(ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015). Eine Reduktion des Tumorvolumens
bei vertretbaren Nebenwirkungen konnte bei der Dosisgruppe ab einer Dosierung
von 0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX verzeichnet werden (TROEDSON 2015).
Gegenstand dieser Studie ist es, die Effektivitdit und Toxizitdt der
Kombinationstherapie aus freiem DOX in einer Dosierung von 1,0 mg/kg und einer
RHT im Vergleich zu der Therapie mit DPPG2-TSL-DOX in einer Dosierung von
1,0 mg/kg und einer RHT bei der Behandlung inoperabler Fibrosarkome der Katze

zu evaluieren.
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I1. LITERATURUBERSICHT

1. Das Fibrosarkom bei der Katze

1.1. Hintergrundinformationen

Das feline Fibrosarkom ist ein maligner Tumor mesenchymalen Ursprungs, der
durch ein schnelles Wachstum mit einer Metastasierungsneigung von 10 % bis
28 % gekennzeichnet ist (HERSHEY et al. 2000, MACY und GUILLERMO
COUTO 2001, MARTANO et al. 2011). FISS verhilt sich lokal invasiv und neigt
zur Bildung von Ausldufern, die bei der Palpation iibersehen werden kénnen. Die
Ausldufer konnen mehrere Zentimeter in die Tiefe wachsen und die Muskulatur und
Knochen infiltrieren. Die hdufigste Metastasierungslokalisation des FISS ist die
Lunge, es konnen aber auch Metastasen im subkutanen Gewebe, der Leber und den
regionalen Lymphknoten auftreten (LADLOW 2013). In der Literatur wird die
Inzidenz von FISS mit 0,63/10.000 und 3,6/10.000 Katzen beschrieben (KASS et
al. 1993, COYNE et al. 1997, GOBAR und KASS 2002). Im Jahr 2000 wurden von
Kessler in Deutschland 1.500 feline impfassoziierte Fibrosarkome bestimmt, das
anndhernd einer Inzidenz von 1/1.000 Katzen entspricht (KESSLER 2005). Eine
Rasse- und Geschlechtspradisposition liegt nicht vor. KASS et al. beschrieben
1993, dass Katzen, die Tumoren an typischen Impflokalisationen zeigen, eine
bimodale Altersverteilung von 6 Jahren bis 7 Jahren und von 10 Jahren bis
11 Jahren haben und jiinger sind als Katzen mit Tumoren an anderen Korperstellen.
Es wurde ein Zusammenhang zwischen einer Impfung gegen das feline Leukidmie-
Virus (FeLV) und Tollwut und der Tumorentstehung hergestellt. Das Risiko steigt
mit der an der gleichen Stelle verabreichten Impfungen und war bei einer Impfung
im Vergleich zu Katzen, die keine Impfung erhielten, um 50 %, bei zwei Impfungen

um 127 % und bei drei bis vier Impfungen um 175 % hoher (KASS et al. 1993).

Zwischen 1987 und 1991 war eine Zunahme des Auftretens von histopathologisch
diagnostizierten felinen Fibrosarkomen in typischen Impflokalisationen zu
beobachten. Die Inzidenz fiir Fibrosarkome in den Lokalisationen, in denen keine
Impfung erfolgt ist, ist in diesem Zeitraum nicht angestiegen. Aufgrund der
Assoziation zwischen der neuen Impfempfehlung fiir Katzen, vor allem fiir die
Tollwutimpfung, und der erhdhten Inzidenz von felinen Fibrosarkomen wurde der

Terminus ,,impfassoziiertes Fibrosarkom* eingefiihrt (HENDRICK und
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GOLDSCHMIDT 1991). In den Makrophagen des Tumorgewebes wurde
beispielsweise grau-braunes Material gefunden, das man als Aluminium
identifizierte und welches in  Zusammenhang mit vorangegangen
Tollwutimpfungen gebracht wurde. Auch die Impfung gegen FeLV wurde mit einer
Tumorentstehung assoziiert. Folglich wurden fiir die Tumorentstehung Vakzine
und deren Adjuvantien vermutet (HENDRICK und GOLDSCHMIDT 1991,
HENDRICK et al. 1992, MACY und GUILLERMO COUTO 2001, MARTANO
et al. 2011). Die Bezeichnung des felinen Fibrosarkoms als ,,impfassoziiert* wurde
durch den Terminus ,,felines injektionsassoziiertes Fibrosarkom* (FISS) abgelGst,
da in Studien herausgefunden wurde, dass neben den Impfungen auch jede andere
Injektion von Fremdmaterial, die eine chronische lokale Entziindungsreaktion in
der Muskulatur oder dem subkutanen Gewebe hervorruft, bei priddisponierten
Katzen zu einer tumordsen Entartung des Gewebes fiihren kann. Die Hypothese ist,
dass die Entziindungsreaktion zu einer unkontrollierten Fibroblasten- und
Myofibroblasten-Proliferation fiihrt, die einer malignen Transformation unterzogen
werden (MCENTEE und PAGE 2001). Diese tumordse Entartung kann auch erst
drei bis zehn Jahre spiter auftreten (MCENTEE und PAGE 2001, SEGUIN 2002).
Als Ausloser fiir die chronische Entziindungsreaktion wurde unter anderem nicht
resorbierbares Nahtmaterial und Mikrochips sowie Depot-Kortison und Depot-
Antibiotika identifiziert (MCENTEE und PAGE 2001, SEGUIN 2002, KASS et al.
2003, DALY et al. 2008, CARMINATO et al. 2011, SRIVASTAV ET AL. 2012).

1.2. Diagnostik

Die histologische Untersuchung stellt gegeniiber der zytologischen Untersuchung
eines Feinnadelaspirates ein besseres diagnostisches Mittel dar, da eine
zytologische Diagnose nur in 50 % der Fille gestellt werden kann. Fiir die
histologische Untersuchung wird eine Inzisionsbiopsie einer True-cut-Biopsie
vorgezogen, da der Tumor heterogen sein kann und bei einer kleinen Probe als
Granulom  fehldiagnostiziert ~werden konnte. Die  Lokalisation der
Gewebeprobenentnahme sollte so gewéhlt werden, dass der Bereich leicht entfernt
werden kann und sich das spdtere Operationsfeld nicht vergroBert (MARTANO et
al. 2011).
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1.3. Therapie

Bei der Behandlung des FISS wird eine multimodale Therapie empfohlen
(MARTANO et al. 2011). Aufgrund der Fihigkeit der Fibrosarkome zur
Ausbildung einer Pseudokapsel kann das Ausmall des Tumors beim Abtasten
unterschétzt werden. Daher empfiehlt sich eine CT-Untersuchung oder eine MRT-
Untersuchung, um die Ausdehnung des Tumors vor der Therapie zu evaluieren. Es
ist nicht belegt, dass dies die Uberlebenszeit verbessert, jedoch machte es aufgrund
der guten Kontrastmittelanreicherung beim FISS eine Operationsplanung leichter
(MCENTEE und PAGE 2001, LADLOW 2013). Die weitrdumige Exzision des
Tumors, als Grundstein der Therapie, zum makroskopisch gesunden Gewebe wird
mit drei bis fliinf Zentimetern Sicherheitsabstand empfohlen. AuBlerdem sollte
mindestens eine Faszien-Schicht unter dem Tumor entfernt werden (MARTANO
et al. 2011, PHELPS et al. 2011). Eine radikale Exzision des Tumors beinhaltet
unter anderem eine Amputation der Dornfortsétze, eine partielle oder vollstindige
Schulterblatt- sowie Rippenentfernung und die Amputation von Gliedmalien
(MARTANO et al. 2011, PHELPS et al. 2011). Hierbei werden Rezidivraten von
45 % bis 70 % beschrieben, meist kommt es zu einem erneuten Wachstum innerhalb
der ersten 6 Monate nach der Operation (HENDRICK et al. 1994, DAVIDSON et
al. 1997, CRONIN et al. 1998). Die Rezidivrate kann bei einer histologisch
vollstdndigen Tumorentfernung bei 14 % bis 50 % liegen (MCENTEE und PAGE
2001, PHELPS et al. 2011). Davidson et al. zeigten 1997 mit median 16 Monaten
bei Katzen mit einer histologisch vollstindigen Exzision gegeniiber vier Monaten
bei Katzen mit inkomplett entfernten Tumoren eine signifikant ldngere
krankheitsfreie Zeit. Die Uberlebenszeit war mit median 16 Monaten mit einer
kompletten Entfernung ebenfalls signifikant ldnger als bei einer unvollstindigen
Entfernung mit neun Monaten (DAVIDSON et al. 1997). In einer Studie von 2010
wurde eine Rezidiv-Bildung bei histologisch komplett im Gesunden entfernten
Tumoren bei 19 % der Patienten beschrieben und bei inkomplett entfernten
Tumoren lag diese bei 69 % (GIUDICE et al. 2010). Miiller und Kessler
dokumentierten bei Katzen mit FISS, die mit einer standardisierten radikalen
Operationstechnik durch einen Chirurgen behandelt wurden, ein lokales
Tumorrezidiv bei 38,1 % der Katzen. Patienten, bei denen ein Rezidiv operiert
wurde, hatten ein signifikant hoheres Risiko fiir ein weiteres Rezidiv als Katzen,
bei denen ein Primértumor operiert wurde (55,5 % gegeniiber 33,3 %) (MULLER
und KESSLER 2018).
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Um die lokale Tumorkontrolle zu verbessern, wird auf eine pri- oder postoperative
Strahlen- und Chemotherapie zuriickgegriffen. Cronin et al. beschrieben in einer
Studie von 1998 bei 33 Katzen mit einer histologisch gestellten Diagnose eines
Fibrosarkoms eine mediane krankheitsfreie Zeit von 398 Tagen bei einer
prioperativen Strahlentherapie sowie eine mediane Uberlebenszeit von 600 Tagen
(CRONIN et al. 1998). In einer weiteren Studie mit 92 Katzen von 2002 zeigte sich
durch eine prédoperative Strahlentherapie eine verldngerte krankheitsfreie Zeit,
wobei diese bei vollstindig entfernten Tumoren mit median 986 Tagen hoher lag
als bei den inkomplett resezierten Tumoren mit median 292 Tagen (KOBAYASHI
et al. 2002). Eckstein et al. beschrieben eine krankheitsfreie Zeit bei einer
postoperativen kurativen Strahlentherapie mit median 37 Monaten. Einige Katzen
mit einer makroskopischen Erkrankung erhielten aulerdem eine Chemotherapie
und zeigten eine hohere mediane Uberlebenszeit als Katzen mit einer
makroskopischen Erkrankung ohne Chemotherapie (29 Monate vs. 5 Monate)
(ECKSTEIN et al. 2009). Viele der klinischen Studien iiber die Anwendung einer
Chemotherapie sind retrospektiv und nutzen verschiedene Kombinationstherapien,
daher ist es schwierig den zusétzlichen Nutzen genau zu bestimmen (LADLOW
2013). Zelllinien des injektionsassoziierten Fibrosarkoms zeigen in vitro eine
Sensitivitdt gegeniiber Chemotherapeutika wie Mitoxantron und DOX
(WILLIAMS et al. 2001). Cohen et al. kombinierten DOX und Cyclophosphamid
mit einer Operation und postoperativen Strahlentherapie. Die Rezidiv- und
Metastasierungsrate sowie die Uberlebenszeit der Katzen unterschieden sich nicht
signifikant von den Katzen, die keine Chemotherapie erhalten haben (COHEN et
al. 2001). Poirier et al. berichteten eine verlingerte mediane krankheitsfreie Zeit
mit 388 Tagen bei Katzen, die eine chirurgische Exzision des Tumors in
Kombination mit einer Chemotherapie erhielten gegeniiber Katzen, die mit einer
alleinigen Operation therapiert wurden (388 Tage vs. 93 Tage). Die
Metastasierungsrate war mit 5,6 % beschrieben (POIRIER et al. 2002). In einer
weiteren Studie mit 69 Katzen konnte kein signifikanter Unterschied in der Rezidiv-
und Metastasierungsrate sowie krankheitsfreien Zeit und Uberlebensrate bei der
Therapiegruppe mit einer alleinigen Chirurgie und der Therapiegruppe, die mit
einer chirurgischen Exzision und Chemotherapie behandelt wurde, festgestellt
werden (MARTANO et al. 2005). Hahn et al. verglichen bei 71 Katzen mit
inkomplett resezierten Fibrosarkomen eine alleinige Strahlentherapie mit einer

Kombinationsbehandlung aus einer Strahlentherapie und Chemotherapie. Es
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konnte kein bedeutender Unterschied in der medianen Uberlebenszeit beider
Therapiegruppen festgestellt werden, jedoch war die krankheitsfreie Zeit bei der
Kombinationstherapie mit median 15,4 Monaten signifikant ldnger als bei der

Monotherapie mit median 5,7 Monaten (HAHN et al. 2007).

2. Doxorubicin

DOX aus der Wirkstoffgruppe der Anthrazykline gehort zu den antibiotischen
Zytostatika. Es wird iiblicherweise zur Behandlung einer Reihe von lymphatischen
Tumoren und Karzinomen sowie Sarkomen bei der Katze eingesetzt (KENT 2013).
Zu den systemischen Nebenwirkungen, die bei der Katze beschrieben sind, gehoren
gastrointestinale Symptome wie Anorexie, Ubelkeit und ein daraus resultierender
Gewichtsverlust. Eine Neutropenie ist vor allem ausschlaggebend fiir eine
Dosislimitation, aber auch Thrombozytopenien sind als myelosuppressive
Nebenwirkung zu beobachten. Nebenwirkungen bei der Katze wie Andmien und
Niereninsuffizienzen konnen bei einer kumulativen Dosis des DOX, also meist erst
nach mehrfachen Anwendungen, von 180 bis 240 mg/m? auftreten (MAULDIN et
al. 1988, O'KEEFE et al. 1993, POIRIER et al. 2002, KENT 2013). Im Gegensatz
zu Hund und Mensch wurde bei der Katze bisher keine kumulative Kardiotoxizitdt
beobachtet. Die maximal tolerierbare Dosis von freiem DOX betrigt bei der Katze

1,0 mg/kg.

3. Pharmakokinetik von freiem DOX

Freies DOX hat ein hohes Verteilungsvolumen, so dass es sich schnell bei der
intravendsen Applikation aus dem zentralen Kompartiment, dem Plasma, in die
verschiedenen Gewebekompartimente umverteilt. Dies 14sst sich mit einem Zwei-
Kompartiment-Modell analysieren (ALLEN 2007). Durch die schnelle
Eliminierung des Wirkstoffes liber die Nieren kommt es zu einem logarithmisch-
linearen Abfall der DOX-Plasmakonzentration. Hierdurch entsteht eine niedrige
Halbwertszeit t,, eine hohe Rate der Clearance und eine niedrige Fliche der AUC
(Area under the curve). Eine zweite verldngerte Eliminationshalbwertszeit tg zeigt
sich, da durch die entstehende erniedrigte DOX-Konzentration im Plasma das DOX
entlang seines Konzentrationsgradienten vom Gewebe zuriick ins Plasma
diffundiert. Es erfolgt darauthin eine erneute Elimination aus dem Blutplasma

(ALLEN 2007).
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4. Liposomen

4.1. Entstehung der Liposomen

Bangham et al. beschrieben 1965 erstmals, dass Phospholipide in wéssrigen
Systemen geschlossene zweischichtige Strukturen bilden konnen (BANGHAM et
al. 1965). Diese synthetisch gebildeten, biokompatiblen und bioabbaubaren
Liposomen bestehen aus einer Lipid-Doppelschicht, welche ein wéssriges
Kompartiment einschlieB3t. Sie konnen entweder in dem wissrigen Kompartiment
mit  hydrophilen = Arzneimitteln oder in  der  wasserunldslichen
Doppelschichtmembran mit hydrophoben Wirkstoffen beladen und so als
Nanocarrier eingesetzt werden (TORCHILIN 2005, KNEIDL et al. 2014).
Liposomen sollen im Rahmen der Tumorforschung die biologische Verteilung der
traditionellen Chemotherapeutika verbessern, deren systemische Toxizitét
verringern und die Anreicherung im Tumor begiinstigen (TORCHILIN 2005,
MINCHINTON und TANNOCK 2006, LANDON et al. 2011). Die klassischen
Liposomen wurden jedoch ziigig iiber die Zellen des retikuloendothelialen Systems
(RES) eliminiert (POSTE et al. 1982, GULATI et al. 1998, LINDNER und ISSELS
2003). Im Jahr 1991 erfolgte der Einsatz einer PEGylierung, wodurch die
Zirkulationszeit der Liposomen verlidngert werden konnte. Hierbei handelt es sich
um eine kovalente Bindung von Methoxypolyethylenglykol (PEG) an die
Liposomen-Oberflaiche, wodurch die Erkennung der Liposomen durch
Serumproteine wie Opsonine und die anschlieBende Eliminierung verlangsamt wird
(PAPAHADJOPOULOS et al. 1991). Die erste zugelassene liposomale
Formulierung fiir DOX, das in PEGylierten liposomalen Nanocarriern
eingeschlossen wurde, war Doxil® (registriert in Europa als Caelyx®). Es zeigte sich
in Studien im Vergleich zu freiem DOX ein verbessertes Nebenwirkungsprofil,
jedoch keine verbesserte Wirksamkeit (JUDSON et al. 2001, POIRIER et al. 2002,
LANDON et al. 2011). Matteucci et al. flihrten eine Studie tiber Technetium-99m-
markierte Liposomen bei Katzenfibrosarkomen in Kombination mit einer
Hyperthermie zur Evaluierung des Effektes der Hyperthermie auf die
Akkumulation der Liposomen im Tumor durch und zeigte eine gesteigerte
Akkumulation unter hyperthermischen im Vergleich zu normalen thermischen
Bedingungen (MATTEUCCI et al. 2000). Poirier et al. stellten keinen signifikanten
Unterschied in der Effektivitit zwischen der Therapie mit liposomal-

eingeschlossenem DOX (Doxil®) und freiem DOX bei Katzen fest. In dieser Studie
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wurden infolge der Applikation des liposomalen DOX Anaphylaxie-dhnliche
Reaktionen und eine Azotdmie festgestellt, weshalb die Dosis reduziert werden
musste (POIRIER et al. 2002). In einer weiteren Studie von Kleiter et al. wurde in
einem Rattenfibrosarkom-Modell die Verwendung eines radioaktiv markierten
Tracers zur Abschitzung der intratumoralen Doxil®-Extravasation unter
hyperthermischen und normothermen Bedingungen untersucht. Es wurde eine
erhohte DOX-Konzentration sowie Radioaktivitit im Tumorbereich bei der
Hyperthermie im Vergleich zu der nicht erhitzten Kontrolle beobachtet (KLEITER
et al. 2006). Kleiter et al. untersuchten 2010 die Therapie von nicht-
thermosensitiven Liposomen mit DOX (Caelyx®) kombiniert mit einer palliativen
Strahlentherapie bei lokal fortgeschrittenen Fibrosarkomen der Katze. Es wurde
eine erhohte Strahlensensibilitit beobachtet. Die progressionsfreie Zeit betrug bei
diesem palliativen Ansatz median 117 Tage und die Ansprechrate lag bei 70 %

(KLEITER et al. 2010).

Die PEGylierung wird inzwischen in der Literatur kontrovers diskutiert. PEG ist
sowohl immunogen als auch antigen und es kann zur Bildung von Anti-PEG-
Antikorpern kommen. Solche Antikdrper wurden auch bei Personen, die nicht mit
PEG-Medikamenten behandelt wurden, nachgewiesen, was auf eine Exposition mit
PEG-haltigen Verbindungen in Kosmetika, Arzneimitteln und verarbeiteten
Lebensmitteln zurlickzufiihren ist (GARAY et al. 2012). Es kann eine
Immunantwort ausgeldst werden, die zu einer beschleunigten Blutausscheidung der
PEGylierten Nanotrdger flihrt, dem sogenannten ABC-Phénomen (Accelerated
Blood Clearance). Dieses Phinomen wurde bei PEG-konjugierten Substanzen und
PEGylierten Nanotrégern beobachtet, die innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls
nach der ersten Dosis erneut appliziert wurden, was zu einer beschleunigen
Blutausscheidung und verminderten Wirksamkeit fiithrte (ABU LILA et al. 2013).
Ishida et al. beobachteten dieses Phdnomen in Ratten und Mausen (ISHIDA et al.
2003a, ISHIDA et al. 2003b). Auch pseudoallergische Reaktionen, bei denen
vermutet wird, dass sie durch eine Komplementaktivierung ausgelost werden
(complement activation-related pseudoallergy, CARPA), werden mit Anti-PEG-
Antikérpern in Verbindung gebracht (KOZMA et al. 2020, ESTAPE SENTI et al.
2022).

Laginha et al. untersuchten die Bioverfiigbarkeit von freiem DOX und liposomalen

DOX-Formulierungen in Tumoren. Bei freiem DOX wurde eine Bioverfiigbarkeit
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von 95 % beobachtet, 95 % der DOX-Konzentration, die im Tumor gemessen
wurde, war nach 24 Stunden an die DNA der Zellkerne gebunden. Bei Doxil® waren
49 % des liposomalen DOX und bei liposomalen Formulierungen mit einer
schnelleren DOX-Freisetzungsrate gegeniiber Doxil® 27 % bioverfiigbar. Die AUC
von Doxil® war fiir das gesamte DOX sieben Tage nach der Injektion 87-fach héher
als die fiir freies DOX (LAGINHA et al. 2005). Eine mogliche Erklarung fiir die
begrenzte Bioverfligbarkeit des Chemotherapeutikums ist die Stabilitdt des
Liposoms. Zudem erfolgt die Wirkstofffreisetzung langsam {iiber eine passive
Extravasation der sogenannten Stealth-Liposomen aus den Tumorblutgefifien
(LANDON et al. 2011). Die passive Extravasation der Liposomen wird als EPR-
Effekt (enhanced permeability and retention effect) bezeichnet. Dieser Effekt
beruht auf einer extensiven Angiogenese, die mit einer Hypervaskularisierung
verbunden ist, vergroBerten Endothelporen, einer diskontinuierlichen
Basalmembran, einem gestorten Lymphdrainagesystem, was zu einer verldngerten
Verweildauer der Liposomen im Tumorinterstitium beitridgt sowie einer erhdhten
Produktion einer Reihe von Permeabilititsmediatoren bei soliden Tumoren im
Vergleich zu normalem Gewebe (MAEDA et al. 2000, LANDON et al. 2011,
MAEDA et al. 2013). Das gesamte Liposom wird von der Zelle aufgenommen und
ist tiberwiegend in den Lysosomen lokalisiert, was auf die Beteiligung eines
endozytotischen Transportweges schlieBen 14sst, und wird dort abgebaut. Das DOX
kann von den Lysosomen nicht in den Zellkern gelangen, da der geringe pH-Wert
das DOX membranundurchldssig macht. Auflerdem ist es moglich, dass die
Stabilitit des Doxil® den Austritt des DOX verhindert, auch wenn es in den

Lysosomen vorliegt (SEYNHAEVE et al. 2007, SEYNHAEVE et al. 2013).

Die Abgabe von Arzneimitteln durch den EPR-Effekt ist jedoch begrenzt und wird
durch Faktoren, wie beispielweise die Beschaffenheit des Gefdllbettes und
umgebenden Stromas, das Vorhandensein oder Fehlen von Lymphgefallen, die
interstitielle hydraulische Leitfdhigkeit, die mechanische Belastung, ausgelost
durch Tumor- und Stromazellen, die GroBe, Art und Lage des Tumors sowie das
AusmalBl der Makrophagen-Infiltration des Tumors und die Aktivitit des
mononukledren Phagozytose-Systems beeinflusst (PRABHAKAR et al. 2013).
Dies sorgt fiir eine weniger als zweifach hohere Abgabe von Nanopartikeln im
Vergleich zu normalem Gewebe, was fiir das Erlangen therapeutischer

Konzentrationen im Tumor in der Regel nicht ausreicht, obwohl die
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Nebenwirkungen im gesunden Gewebe aufgrund der geringeren Anreicherung
generell reduziert werden (NAKAMURA et al. 2016). Durch verschiedene
Parameter kann der EPR-Effekt verstirkt werden, hierzu zihlt auch eine Erh6hung
der Durchldssigkeit von Tumorblutgefilen durch beispielsweise eine
Hyperthermie (NAKAMURA et al. 2016). Trotz der Steigerung der Akkumulation
liposomaler Wirkstoffe im Tumorgewebe durch Hyperthermie sind PEGylierte
Liposomen so konzipiert, dass sie ihren Wirkstoff einschlieBen und nur langsam
freigeben. Der ideale Wirkstofftriger sollte aber nicht nur stabil in der
Blutzirkulation sein, sondern auch einen Ausloser besitzen, der die vollstdndige und
schnelle Freisetzung des Wirkstoffes im Tumor ermoglicht. Also ein
Wirkstofftrager, der auf externe Stimuli wie zum Beispiel Hitze reagiert (LANDON
etal. 2011, MURA et al. 2013).

1978 entwickelten Yatvin et al. eine erste Formulierung fiir TSL basierend auf
Dipalmitoylphoshatidylcholin und Distearoylphospatidycholin, die wirmeinduziert
Neomycin freisetzten und die Proteinsynthese in vitro von Eschericha coli
hemmten. Die T, lag mit 43 °C bis 45 °C sehr hoch (YATVIN et al. 1978). Eine
Wirkstofffreisetzung bei milden hyperthermischen Bedingungen mit einer klinisch
erreichbaren Tr, von 40 °C bis 42 °C wird heute fiir TSL-Formulierungen bevorzugt
(KNEIDL et al. 2014). Zudem wurde bei den ersten Formulierungen der Wirkstoff
nur langsam freigesetzt (rund 40 % tiber 30 Minuten) und die Liposomen wurden
ziigig von den Zellen des RES eliminiert. Mit der Erfindung der low-
thermosensitive Liposomen-Formulierung (LTSL), in denen Lysolipide in die
Doppelschicht eingebaut wurden, was die T herabsetzt, konnte die Freisetzung
beschleunigt werden. LTSL setzten ihren Inhalt bei einer Hyperthermie im Bereich
von 40 °C bis 42 °C (zu 45 % innerhalb von 20 s nach einer Exposition mit 42 °C)
zligig frei. Durch die Verwendung von PEG-Lipiden verldangerte sich auch die
Zirkulation im Blut (ANYARAMBHATLA und NEEDHAM 1999, KONG und
DEWHIRST 1999, KONG et al. 2000a, NEEDHAM et al. 2000, LANDON et al.
2011). Die erste hitzeaktivierte Formulierung, die in klinischen Studien am
Menschen eingesetzt wurde, war Lyso-thermosensitives liposomales DOX (LTLD,
ThermoDOX®). Die Entwicklung von LTLD basierte auf vier
Gestaltungsprinzipien (zuriickhalten, umgehen, anvisieren und freisetzen). Der
Trager sollte so konzipiert sein, dass das ungewollte Austreten des

eingeschlossenen Wirkstoffes bei der systemischen Applikation an einem Patienten
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verhindert oder minimiert, die Formulierung von dem RES nicht erkannt
(PEGylierung) und das Liposom durch beispielsweise eine Erhitzung des
Zielvolumens zum gewiinschten Ort gebracht und der Inhalt freigesetzt wird
(BORYS und DEWHIRST 2021). In einer Phase-IlI-Studie, der HEAT-Studie
(NCT00617981) sollte der Nutzen von ThermoDOX® als Zusatztherapie zu einer
Radiofrequenzablation im Vergleich zu einer alleinigen Radiofrequenzablation bei
humanen hepatozelluldren Karzinomen untersucht werden. Die Studie hatte ihren
primiren Endpunkt hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens nicht erreicht.
Eine Untergruppenanalyse zeigte jedoch eine deutliche Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens und eine signifikante Verbesserung des
Gesamtiiberlebens, wenn die Radiofrequenzablation nach der ThermoDOX®-
Infusion fiir mehr als 45 Minuten durchgefiihrt wurde (DOU et al. 2017). Dou et al.
diskutierten im Jahr 2017 die moglichen Griinde fiir das Scheitern (DOU et al.
2017). Eine weitere klinische Phase-III-Studie, die OPTIMA-Studie
(NCT02112656), unterschied sich von der HEAT-Studie in einem standardisierten
Erhitzungsprotokoll ~mit einer 45-miniitigen  Erhitzungszeit bei der
Radiofrequenzablation (REGENOLD et al. 2022). Diese Studie wurde ebenfalls
wegen FErfolglosigkeit abgebrochen. Die moglichen Einschrinkungen der
ThermoDox®-Studien wurden im Jahr 2022 von Regenold et al. diskutiert

(REGENOLD et al. 2022).

Lindner et al. entwickelten eine thermosensitive liposomale Formulierung unter
Verwendung des synthetischen DPPG; mit einer Struktur und einem
Molekulargewicht dhnlich dem natiirlichen 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoglycerol (DPPG) (LINDNER et al. 2004). Bei dieser Formulierung wurde
keine PEGylierung genutzt. DPPG»-TSL zeigte eine erhohte Plasmahalbwertszeit
bei einer gleich schnellen Freisetzungsrate von DOX bei 42 °C sowie eine bessere
Stabilitét iber die Zeit in Anwesenheit von Serum bei 37 °C im Vergleich zu LTSL,
bei denen durch die Nutzung von Lysolipiden und 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamine-N-polyethylene Glycol 2000 (DSPE-PEG2000) die
Dispersionsstabilitit bei 37 °C beeintrachtigt ist (HOSSANN et al. 2007,
HOSSANN et al. 2012, HOSSANN et al. 2021).

4.2. Wirkstofffreisetzung aus den Liposomen
Bei den PEGylierten, mit DOX beladenen Liposomen erfolgt die Anreicherung im
Tumorgewebe iiber den EPR-Effekt. Aufgrund der Hyperpermeabilitit der
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Tumorgefdle erfolgt eine passive Extravasation der Liposomen in das
Tumorinterstitium (MAEDA et al. 2000, LANDON et al. 2011, MAEDA et al.
2013). Das Endothel kann Porengréf3en mit einem Durchmesser von bis zu 800 nm
haben, wodurch eine Extravasation von Liposomen mit einem Durchmesser von
etwa 100 nm bis 200 nm ermdglicht werden kann. Durch die lange Zirkulation im
Blut haben die PEGylierten Liposomen mehr Moglichkeiten, sich im Tumorgewebe
anzureichern und verweilen dort aufgrund des gestdrten Lymphdrainagesystems

langer (ISHIDA et al. 1999, LAGINHA et al. 2005, MAEDA et al. 2013).

Kong et al. zeigten 2000 anhand eines menschlichen Tumors, der in einem
Fensterkammermodell an der Maus geziichtet wurde, dass durch eine Hyperthermie
die Extravasation von Liposomen unterschiedlicher Grofen ermdoglicht wird
(KONG et al. 2000b). Bei Liposomen mit einer Vesikelgrofle von 100 nm war die
hochste Extravasation unter Hyperthermie zu beobachten. Die Hyperthermie
ermoglichte keine Extravasation von Liposomen in der Gréfle von 100 nm aus dem
normalen GefiaBsystem (KONG et al. 2000b). Kong et al. untersuchten zudem die
DOX-Konzentration im  Tumorgewebe mittels Immunfluoreszenz bei
verschiedenen mit DOX beladenen liposomalen Formulierungen sowie freiem
DOX in Kombination mit einer Hyperthermie. Alle drei Formulierungen erreichten
bei 42 °C hohere DOX-Konzentrationen als bei 34 °C. Wiahrend das freie DOX
nach der einstiindigen Hyperthermie nahezu nicht mehr nachgewiesen werden
konnte, war die Wirkstoftkonzentration im Tumorgewebe bei den LTSL 20- bis 30-
mal so hoch wie bei freiem DOX und 5-mal so hoch wie bei einer Doxil®-dhnlichen
Formulierung. Die LTSL zeigten auch als Einzige in Kombination mit der
Hyperthermie eine signifikante Menge an DNA-gebundenem DOX. Die hohe
DOX-Konzentration der LTSL, die erreicht werden konnte, ldsst sich mit der
Kombination aus einer interstitiellen und intravaskuldren Freisetzung erklaren

(KONG et al. 2000a).

Unter normothermen Bedingungen bleibt der Wirkstoff in den TSL eingeschlossen,
da sich die Liposomen-Membran in einer festen Gel-Phase mit einer hohen
Packungsdichte und Ordnung befindet. Die Durchlédssigkeit fiir hydrophile
Substanzen ist hierbei gering (LINDNER und HOSSANN 2010). Oberhalb der T,
geht die Membran in einen fliissigen, ungeordneten Zustand iiber, der eine hohere
Permeabilitét fiir hydrophile Wirkstoffe aufweist. Die Permeabilitdt ist um die Tm

herum am hdchsten, da Membranbereiche in beiden Phasen koexistieren
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(LANDON et al. 2011, KNEIDL et al. 2014). Das Freisetzungsprofil von
hydrophilen Wirkstoffen aus TSL kann durch die Phospholipid-Zusammensetzung
und durch eine GréBenanpassung der TSL verdndert werden (LINDNER et al.
2004, HOSSANN et al. 2007, HOSSANN et al. 2010). Hossann et al. untersuchten
2012 den Einfluss von Serumkomponenten auf vier TSL-Formulierungen und
identifizierten hochmolekulare Serumkomponenten als Ursache fiir eine erhohte
Wirkstofffreisetzung aus allen getesteten Formulierungen. Albumin fiihrte zu
einem konzentrationsabhidngigen Anstieg der Wirkstofffreisetzung, der bei
Temperaturen um und iiber der T, nachweisbar war. Bei Temperaturen unterhalb
der Twm stabilisierte das Protein die Membrandoppelschicht. Auch die Prisenz von
cholesterinhaltigen Lipid-Vesikeln erhohte die Membranpermeabilitit der
untersuchten TSL konzentrationsabhidngig bei Temperaturen um und tiber der T
(HOSSANN et al. 2012). Manzoor et al. zeigten anhand eines Fensterkammer-
Modells an der Maus und anhand von histologischen Analysen in Maustumoren,
dass DOX aus LTSL im Vergleich zu freiem DOX und Doxil® tiefer in den Tumor
eindringt. Trotz Hyperthermie war die maximale Penetration von Doxil® auf 34 mm
begrenzt. Eine intravaskuldre Freisetzung von DOX hat hdohere
Wirkstoffkonzentrationen in den TumorblutgefiBen zur Folge, wodurch ein
Konzentrationsgradient von den Gefdllen in das Gewebe entsteht. So kann das DOX

von den Gefdf3en tiefer in das Tumorgewebe diffundieren (MANZOOR et al. 2012).
4.3. Toxizitit der Liposomen

4.3.1. Lokale Toxizitat

In einer Studie von Poirier et al., in der die Effektivitit und Toxizitét von liposomal
eingeschlossenem DOX (Doxil®) und freiem DOX bestimmt wurde, zeigten 22 %
der Katzen mit liposomalem DOX unterschiedliche Hautreaktionen in Form von
Erythemen, Hyperpigmentation, Alopezie und Papel-Bildung. Die Lisionen traten
gegen Ende des Protokolls nach mehrfacher Applikation auf und waren
hauptséchlich perioral und an den hinteren GliedmaBlen lokalisiert. Es wurden bei
den Katzen weder Schmerzen, Odeme noch Juckreiz oder Geschwiire festgestellt.
Es waren keine Behandlungsverzdgerungen oder Dosisreduktionen notwendig. Die
Reaktionen verschlimmerten sich auch nicht offensichtlich nach der Weiterfiihrung
der Behandlung (POIRIER et al. 2002). In einer Phase-I-Studie von Hauck et al.

wurde die Toxizitdat sowie die Pharmakokinetik und die maximal tolerierte Dosis
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von in LTSL eingeschlossenem DOX beim Hund bestimmt. Die maximal tolerierte
Dosis betrug 0,93 mg/kg und lag somit unterhalb der von freiem DOX. In dieser
Studie wurde eine Hautreaktion beim Hund festgestellt, wie sie auch beim
Menschen auftreten kann (HAUCK et al. 2006). Bei der Anwendung von
liposomalem DOX beim Menschen kann es an Hautbereichen, die stirker
beansprucht werden und hédufig Druck oder Mikrotraumen ausgesetzt sind, wie
Hénde und Fiife, zu einer palmar-plantaren Erythrodysdsthesie, dem sogenannten
Hand-FuB3-Syndrom, kommen. Es wird vermutet, dass durch die verldngert
zirkulierenden Wirkstoffspiegel bei einem kontinuierlichen Regime eine
Wirkstoffakkumulation in der Haut ermoglicht wird (GORDON et al. 1995,
LYASS et al. 2000). Der genaue Mechanismus der durch PEGyliertes liposomales
DOX induzierten palmar-plantaren Erythrodysésthesie ist noch unklar. Zur
Pravention werden regionale Kiihlung und Plasmafiltration genutzt. Pyridoxin wird
oft zur Prophylaxe und Behandlung eingesetzt. Anderungen in der Dosis und des
Verabreichungsintervalls oder eine Kombination mit anderen Chemotherapeutika
wie Platinverbindungen kann das Auftreten einer medikamentenbedingten

Toxizitdt minimieren sowie die Wirksamkeit optimieren (ZHU et al. 2020).

4.3.2. Systemische Toxizitit

Der Einschluss von Chemotherapeutika in Nanocarriern wie TSL soll das
Nebenwirkungsprofil der Wirkstoffe verbessern, indem der Wirkstoff gezielt in der
durch Hyperthermie erwiarmten Region freigesetzt und gesundes Gewebe dem
Wirkstoff nur minimal ausgesetzt wird (LINDNER und HOSSANN 2010,
LANDON et al. 2011). Es kann jedoch ein Hypersensitivitdtssyndrom auftreten,
hauptsédchlich bedingt durch eine Komplementaktivierung infolge der Erkennung
der Liposomen durch das Immunsystem, das als CARPA bezeichnet wird. Diese
Uberempfindlichkeitsreaktionen sind meist mild und voriibergehend und kénnen
mit gewissen Maflnahmen verhindert werden, jedoch kdnnen sie bei einzelnen
Patienten auch schwerwiegend verlaufen oder sogar todlich enden (SZEBENI et al.
2011). CAPRA manifestiert sich hauptsdchlich im Respirationstrakt und
Herzkreislaufsystem, aber auch neuropsychosomatische Symptome und Symptome
der Schleimhaut, Haut sowie des autonomen Nervensystems sind beschrieben.
Haufige Symptome sind Rotung, Hautausschlag, Dyspnoe, Brust- und
Riickenschmerzen sowie subjektives Unwohlsein. Die Symptome treten in der

Regel bei der ersten Behandlung auf, konnen aber in seltenen Fillen auch erst nach
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der zweiten oder dritten Behandlung in Erscheinung treten, was mit einer grof3eren
Menge an Pramedikationen und einer langsamen Verabreichung des Medikamentes
im ersten Zyklus erklart werden kann (SZEBENI et al. 2011). Fiilop et al. zeigten
in einem Schweinemodell, dass die Uberempfindlichkeitsreaktion durch eine
Verringerung der Infusionsgeschwindigkeit und eine Verldngerung der
Infusionsdauer des Arzneimittels deutlich reduziert oder vermieden werden kann
(FULOP et al. 2019). In zwei Studien wurden Hunde und Katzen mit liposomalem
DOX therapiert und anaphylaktoide Reaktionen beobachtet, die eine Behandlung
mit Steroiden und Antihistaminika notwendig machten (POIRIER et al. 2002,
HAUCK et al. 2006). In der Phase-I-Studie von Hauck et al. wurden Hunde mit
soliden Tumoren unterschiedlicher Genese mit DOX-LTSL und einer lokalen
Hyperthermie behandelt und in der Studie von Poirier et al. erfolgte die Anwendung
von liposomalem DOX (Doxil®) bei Katzen mit Vakzin-assoziierten Sarkomen
(POIRIER et al. 2002, HAUCK et al. 2006). Hauck et al. beobachteten auBlerdem
eine Nierentoxizitit, die wahrscheinlich auf eine verminderte Nierenperfusion
infolge der Histaminfreisetzung zuriickzufithren war. Die Empfindlichkeit von
Hunden gegeniiber liposomalem DOX kann einen relevanten Abfall des arteriellen
Blutdruckes verursachen, was zu Nierenschiden fiihrt und eine Pramedikation
notwendig macht (HAUCK et al. 2006). In zwei Phase-I-Studien zur
Dosiseskalation/Pharmakokinetik  von LTSL mit einer milden lokalen
Hyperthermie bei Frauen mit lokalem, wiederkehrendem und vorbehandeltem
Brustkrebs war keine Nierentoxizitit zu beobachten. Die Patientinnen erhielten eine
Pramedikation mit Dexamethason, Diphenhydramin und Antazidum (ZAGAR et
al. 2014). Kleiter et al. untersuchten die Durchfiihrbarkeit einer palliativen
Kombinationstherapie aus Strahlentherapie und liposomalem DOX (Doxil®) bei
zehn Katzen mit fortgeschrittenen Fibrosarkomen. In dieser Studie konnten keine
akuten Anaphylaxie-dhnlichen Nebenwirkungen beobachtet werden. Eine
Pramedikation mit Prednisolon hat die Reaktion wahrscheinlich verhindert
(KLEITER et al. 2010). Van Valenberg et al. beobachteten bei Schweinen, die mit
DPPG,-TSL-DOX intravends in einer Kombination mit einer Hyperthermie
behandelt wurden, eine schwere anaphylaktoide Infusionsreaktion mit
lebensbedrohlichen hdmodynamischen Stérungen, was dazu fiihrte, dass die
nachfolgenden Tiere mit Antihistaminika und Steroiden prdmediziert wurden
(VAN VALENBERG et al. 2021). In einer weiteren Studie von Sebeke et al.

wurden bei Schweinen, die mit DPPG2-TSL-DOX infundiert wurden und zuvor
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eine Prdmedikation mit Methylprednisolon-Acetat 24 Stunden vor Beginn der
Infusion sowie Methylprednisolon, Clemastin und Ranitidin eine Stunde vor
Beginn der Liposomen-Infusion erhalten hatten, keine anaphylaktoiden Reaktionen
aufgrund der Liposomen-induzierten Komplementaktivierung dokumentiert

(SEBEKE et al. 2022).

Liposomen werden von dem angeborenen Immunsystem als fremd erkannt, weil
diese Lipid-Vesikel in Grofle und Form pathogenen Mikroben und subzelluldren
Organellen dhneln. Liposomen liegen auch im GréBenbereich (100 nm bis 200 nm)

von Nanobakterien (SZEBENI et al. 2011).
5. Hyperthermie

5.1. Hintergrundinformationen

Bereits in den 70er Jahren wurde der Vorteil einer Hyperthermie in der
Tumorforschung erkannt (WUST et al. 2003). Hyperthermie in der
Tumorbehandlung bedeutet eine Temperaturerhdhung des Zielgewebes iiber die
physiologische Korpertemperatur hinaus auf 40 °C bis 44 °C (WUST et al. 2003).
Entsprechend dem AusmaB der hyperthermischen Behandlung und der
Tumorlokalisation  erfolgt eine Unterteilung in eine Ganz- und
Teilkorperhyperthermie sowie lokale, interstitielle und regionale Hyperthermie.
Die Hyperthermie ist von den thermoablativen Verfahren, wie beispielsweise
laserinduzierte Therapie oder hochfokussierter Ultraschall, bei denen Temperaturen
iiber 60 °C zu einer irreversiblen Koagulationsnerkrose fiihren, zu unterscheiden
(WUST et al. 2003). Verschiedene Techniken, wie Ultraschall,
Hochfrequenzultraschall, Laser und Mikrowellen, werden zur Erwdrmung des

Zielgewebes genutzt.

In den spaten 70er und frithen 80er Jahren lag der Fokus der Hyperthermie auf dem
direkt zytotoxischen Effekt durch hohe Temperaturen. Die synergistischen Effekte
einer Hyperthermie in Kombination mit einer Strahlentherapie und Chemotherapie
blieben dadurch unerkannt (DEWHIRST et al. 2005). Diese bedeutsamen
biologischen Effekte treten beispielsweise in einem Temperaturbereich zwischen
39 °C und 42 °C bei einer Anwendung von einer Stunde auf. Dieser
Temperaturbereich liegt zwischen dem, der fiir die Induktion eines Zelltods

notwendig ist und der Normothermie. Zu diesen Effekten zdhlen die Hemmung der
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Reparatur von strahlungsbedingten Schéden, eine Verdnderung der Durchblutung,
Reoxygenierung, Auswirkungen auf den Transport von Nanopartikeln und
Makromolekiilen, die Induktion einer Hitzeschock-Antwort und eine
immunologische Stimulation (DEWHIRST et al. 2005). TSL-Formulierungen mit
einer hohen Tn brauchen hohe Temperaturen, die das gesunde Gewebe in
Mitleidenschaft ziehen und ein Schmerzempfinden bei den Patienten auslosen
konnen, daher ist ein Einsatz in der Klinik nicht ohne weiteres moglich
(DEWHIRST und SIM 1984, BEN-YOSEF und KAPP 1992, THRALL et al. 1992,
LANDON et al. 2011). Bei den LTSL konnte der Temperaturbereich auf 39 °C bis
42 °C herabgesetzt werden (LANDON et al. 2011).

In den Leitlinien fiir das Qualitdtsmanagement in der Hyperthermie (QMHT) wird
empfohlen, dass grundsitzlich eine Hochsttemperatur von 43 °C im gesunden
Gewebe nicht liberschritten werden soll sowie eine Hochsttemperatur von 44 °C fiir
einen langeren Zeitraum im Zielgewebe. Die Temperaturschwelle fiir irreversible
Gewebeschdden liegt in Abhingigkeit vom Gewebetyp zwischen 44 °C und 46 °C
(HAVEMAN et al. 2003, YARMOLENKO et al. 2011, BRUGGMOSER et al.
2012).

Aufgrund der Heterogenitit der Wérmeleistung des Hyperthermie-Gerétes und
Perfusion, die die Warme abfiihrt, intra- und intertumoral, fiihrt dies zu einer
ungleichméfigen Erwdrmung in allen Tumoren (LANDON et al. 2011). Die
Berechnung der thermischen Dosis, die bei der Hyperthermie angewandt wird,
wurde in das Konzept der TDI (thermal isoeffect dose) integriert. Bei dem TDI-
Konzept werden die Erhitzungszeitrdume bei unterschiedlichen Temperaturen in
dquivalente  Heizminuten bei 43 °C umgewandelt. Bei mehreren
aufeinanderfolgenden Wiarmebehandlungen kann die TDI fiir jede Therapie addiert
werden, um die kumulativen dquivalenten Minuten bei 43 °C (CEMa43) zu erhalten

(ISSELS 2008, DEWEY 2009, LINDNER und ISSELS 2011).

5.2. Wirkung der Hyperthermie

Es wurde ermittelt, dass die Waiarmedosis, die zur Induktion des Zelltods
erforderlich ist, eng mit der Energiemenge zusammenhingt, die fiir die
Denaturierung von zelluldren Proteinen des Zellkerns, Zellplasmas und der
Zellmembran benoétigt wird (ISSELS 2008, LINDNER und ISSELS 2011). Darauf

beruht die direkte Warmetoxizitit der Hyperthermie bei Temperaturen iiber 43 °C
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(ISSELS 2008). Besonders empfindlich reagieren Zellen auf eine Erwadrmung in
der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus (ISSELS 2008). Eine milde
Hyperthermie 16st keine direkten chromosomalen Strangbriiche aus, aber verdndert
die Chromatinstruktur, was sich auf die DNA-Reparatur auswirkt. Durch die
Kombination mit einer Strahlentherapie oder Chemotherapie kommt es zu einer
Apoptose oder Nekrose und somit zum Zelluntergang. Bei Temperaturen iiber
40 °C werden Proteine strukturell instabil, sie konnen sich entfalten (denaturieren),
wodurch es zum Funktionsverlust und zur intrazelluliren Anhdufung von
Aggregaten kommt. Die Zellen reagieren mit einer vermehrten Produktion von
molekularen Chaperonen, den sogenannten HSP, insbesondere HSP70 (ISSELS
2008, LINDNER und ISSELS 2011). Es kann eine angeborene Immunantwort
ausgelost werden, da die hitzeinduzierte Expression von HSP auf der
Tumorzellmembran zu einer Migration und zytolytischen Aktivitdt von natiirlichen
Killerzellen fiihrt (GASTPAR et al. 2005, ISSELS 2008, STANGL et al. 2011).
Nekrotische Tumorzellen setzen HSP-Peptid-Komplexe frei, die das Potential
haben, antigene Tumor-Peptide antigenprasentierenden Zellen zu prasentieren und
eine T-Zell-Antwort auszulosen (SAUTER et al. 2000, NOESSNER et al. 2002,
LINDNER und ISSELS 2011).

5.3. Kombinationstherapien mit Hyperthermie und deren Einsatzgebiete
In vitro gibt es keinen intrinsischen Unterschied zwischen der
Wirmeempfindlichkeit von normalen Zellen und Tumorzellen. In vivo gibt es
jedoch bei Temperaturen zwischen 40 °C und 43 °C einen tumorselektiven Effekt
der Hyperthermie. Die Architektur des GefdBBsystems in soliden Tumoren ist im
Vergleich zu normalem Gewebe unter normalen Bedingungen chaotisch, daraus
resultieren Regionen mit Hypoxie und Areale mit niedrigem pH-Wert (ISSELS
2008, LANDON et al. 2011). Diese macht die Tumorzellen vor allem in schlecht
durchbluteten Regionen fiir die Hyperthermie empfindlicher und die Tumorzellen
in hypoxischen und sauren Umgebungen von soliden Tumoren konnen gezielt
zerstort werden (VAUPEL et al. 1989, ISSELS 2008, LINDNER und ISSELS
2011). Die vaskuldre Permeabilitit von Tumoren ist bei einer physiologischen
Korpertemperatur in Abhingigkeit von der Art des Tumors unterschiedlich. Eine
milde Hyperthermie erhoht die Durchblutung und die Permeabilitit auch
undurchldssiger GefdBle und kann die Extravasation von lang zirkulierenden

Nanopartikeln steigern und somit die Medikamentenabgabe an den Tumor erhohen.
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Hypoxische Areale in Tumoren weisen eine schlechte Durchblutung auf, wodurch
eine Anreicherung hoher Arzneimittelkonzentrationen nicht moglich ist. Durch
eine Erhohung des Blutflusses infolge der Hyperthermie konnen die hypoxischen
Areale reduziert werden, was einen verbesserten Transport von Arzneimitteln und
Sauerstoff zu diesen Arealen ermoglicht (LANDON et al. 2011). Eine
Hyperthermie in einem Temperaturbereich von 40 °C bis 43 °C erhoht die
Durchblutung und vaskulidre Permeabilitit von Tumoren, die entscheidende
Faktoren fiir die Medikamentenaufnahme darstellen (KONG et al. 2000b, ISSELS
2008, LANDON et al. 2011). Diese Wirkungen werden unterhalb der
Temperaturschwelle von 40 °C nicht beobachtet und oberhalb der Schwelle kann
es zu Blutungen und GefédB3verschliissen kommen, die die Medikamentenabgabe

beeintrachtigen (LANDON et al. 2011).

Durch eine Erhohung der Durchblutung kann die Hyperthermie hypoxische,
strahlenresistente ~ Areale reduzieren. Wust et al. beschreiben einen
Verstiarkungsfaktor von 1,5 bei einer Strahlentherapie kombiniert mit einer
Hyperthermie (WUST et al. 2003). Overgaard et al. randomisierten 134
metastatische oder rezidivierte maligne Melanom-Lésionen, um entweder eine
alleinige Strahlentherapie oder Strahlentherapie gefolgt von einer Hyperthermie zu
erhalten. Bei der kombinierten Therapie aus Strahlentherapie und Hyperthermie
zeigte sich eine signifikant hohere Rate fiir eine komplette Remission (62 %) im
Vergleich zu einer alleinigen Strahlentherapie (35 %) (OVERGAARD et al. 2009).
Falk und Issels zeigen Studien, in denen auch verbesserte therapeutische Effekte
bei einer Kombinationstherapie aus Hyperthermie, Strahlentherapie und
Chemotherapie bei verschiedenen Tumorarten beschrieben wurden (FALK und
ISSELS 2001). Die Hyperthermie ist Bestandteil einer multimodalen Therapie und
wird nur mit anderen onkologischen Therapien, wie Strahlentherapie und/oder

Chemotherapie kombiniert (WUST et al. 2003, LINDNER und ISSELS 2011).

Eine synergistische Wechselwirkung zeigen auch viele Chemotherapeutika in
Kombination mit einer Hyperthermie, was eine verstirkte zytotoxische Wirkung
zur Folge hat (LANDON et al. 2011). Neuere In-vivo-Studien zeigten, dass die
thermisch  verstirkte Zytotoxizitit von Chemotherapeutika in einem
Temperaturbereich von 40,5 °C bis 43 °C ihr Maximum hat. Fiir DOX gibt es eine
Schwellentemperatur fiir die Wechselwirkung mit Wiarme von oder nahe bei

42,5 °C (ISSELS 2008). Eine verstérkte zytotoxische Wirkung von Medikamenten
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durch gleichzeitige Erwdrmung erhoht in vivo die Anteile der nekrotischen
Bereiche und liefert einen Surrogat-Marker fiir die Reaktion des Tumors auf die
Therapie (LINDNER wund ISSELS 2011). Der verstirkende Effekt der
Hyperthermie bei der Kombination mit einer Chemotherapie beruht auf einer
erhohten Alkylierung des Chemotherapeutikums und Hemmung der Reparatur von
letalen und subletalen Schiaden, die durch das Medikament induziert wurden sowie
einer erhohten Medikamentenaufnahme (ISSELS 2008). Zudem hat sich gezeigt,
dass der synergistische Effekt bei einer Applikation des Medikamentes unmittelbar
vor der Hyperthermie am grofiten ist (ISSELS 2008). Durch die
Kombinationstherapie aus TSL und Hyperthermie wird eine Freisetzung des
Wirkstoffs aus den Liposomen in die Tumorblutgefille ermoglicht (LINDNER und
HOSSANN 2010, LANDON et al. 2011).

In einer Studie von Li et al. wurde ein zweistufiger milder Hyperthermie-Ansatz
untersucht, um die intratumorale liposomale Wirkstoffanreicherung zu maximieren
und die Wirkstofffreisetzung aus TSL auszuldsen. Die erste Stufe der Hyperthermie
induziert hyperpermeable Tumorgefafle fiir die Extravasation und Penetration von
Liposomen. Danach folgt eine zweite lokale milde Hyperthermie, um die
interstitielle DOX-Freisetzung aus den extravasierten DOX-TSL auszuldsen und
einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Der Fokus lag hierbei auf der
interstitiellen anstatt der intravaskuldren DOX-Freisetzung zur Vermeidung einer
groBeren Umverteilung des Wirkstoffes durch den Blutkreislauf und der damit
verbundenen Toxizitdt (LI et al. 2014).

5.3.1. Humanmedizin

Durch die Erginzung der multimodalen Standardtherapie von Hochrisiko-
Weichteilsarkomen durch die RHT, zeigten sich nachweislich sowohl bei einem
neoadjuvanten Einsatz als auch nach unvollstindiger oder marginaler Entfernung
des Tumors bessere rezidiv- und krankheitsfreie Uberlebenszeiten (LINDNER und
ISSELS 2011). In einer Studie von Van der Zee et al. wurde bei der Anwendung
einer Strahlentherapie kombiniert mit einer Hyperthermie bei lokal
fortgeschrittenen  Zervix-Tumoren eine verbesserte dreijdhrige lokale
Tumorkontrolle (61 % vs. 41 %) und dreijéhrige Uberlebenszeit (51 % vs. 27 %)
im Vergleich zu einer alleinigen Strahlentherapie beschrieben (VAN DER ZEE et
al. 2000). Wendtner et al. behandelten Patienten mit retroperitonealen und

viszeralen Hochrisiko-Weichteilsarkomen mit einer Hyperthermie-begleitenden
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Chemotherapie und stellten fest, dass bei zuvor operierten Tumoren, bei denen zu
Therapiebeginn nur noch mikroskopische Tumorreste vorhanden waren, die
Wahrscheinlichkeit fiir ein Rezidiv signifikant hoher lag als bei Patienten, deren
Tumor nach einer neoadjuvanten Kombinationstherapie aus Hyperthermie und
Chemotherapie reseziert wurde (WENDTNER et al. 2002). Die préoperative
systemische Chemotherapie hat gegentiber der postoperativen Chemotherapie den
Vorteil, dass das Ansprechen auf die Chemotherapie sowohl klinisch als auch
pathologisch durch das Vorhandensein eines auswertbaren Tumors bestimmt
werden kann, wodurch auch prognostische Informationen gesammelt werden
konnen (SCHLEMMER et al. 2003). Issels et al. verglich 2010 in einer
randomisierten Phase-III-Multicenter-Studie mit 341 Patienten eine Chemotherapie
als Monotherapie mit einer Kombinationstherapie aus RHT und neoadjuvanter
sowie adjuvanter Chemotherapie bei dem humanen Hochrisiko-Weichteilsarkom.
Es wurde ein signifikant bessere Ansprechrate und Uberlebenszeit in der
kombinierten Therapiegruppe dokumentiert (ISSELS et al. 2010). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate lag bei Patienten mit einer Chemotherapie in Kombination mit einer
RHT bei 62,7 % im Vergleich zu einer alleinigen neoadjuvanten Chemotherapie
mit 51,3 % und die 10-Jahres-Uberlebensrate bei 52,6 % in der
Kombinationsgruppe im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie mit 42,7 %
(ISSELS et al. 2018). Auch in zwei vorangegangen Studien von Issels et al. zeigte
sich das Potential einer Kombinationstherapie aus Hyperthermie und systemischer
Chemotherapie bei lokal fortgeschrittenen Sarkomen und lokal fortgeschrittenen
priméren oder rezidivierten Hochrisikoweichteilsarkomen (ISSELS et al. 1991,

ISSELS et al. 2001).

Der néchste Schritt war, um die Effizienz zu steigern, freies DOX durch DPPGa2-
TSL-DOX zu ersetzen. Aktuell befindet sich DPPG2-TSL-DOX in einer klinischen
Phase-I-Studie in Kombination mit einer RHT zur Therapie von lokal
fortgeschrittenen und metastatischen Weichteilsarkomen (EUCT-Nummer 2023-
507836-19-00). Erste Daten wurden kiirzlich auf der Homepage des Sponsors
publiziert'.

! https://www.thermosome.com/wp-content/uploads/2024/11/CTOS-2024.pdf, angeschaut am
24.03.2025
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5.3.2. Veterinarmedizin

Im Gegensatz zu der Humanmedizin, hat sich die Hyperthermie in der
Veterindrmedizin noch nicht etabliert, was sich in wenigen klinischen Studien
widerspiegelt. Ogilvie et al. untersuchten 1989 die Effektivitét einer Therapie mit
freiem DOX bei verschiedenen Tumoren des Hundes und dokumentierte eine
Ansprechrate von 22 % (OGILVIE et al. 1989). Hauck et al. zeigten hingegen in
einer Studie ein partielles Ansprechen bei 30 % der Patienten bei der Therapie von
kaninen Tumoren mit LTSL beladen mit DOX und lokaler Hyperthermie (HAUCK
et al. 2006). In einer Phase-II-Studie von Gillette et al. wurde eine kombinierte
Therapie aus Strahlentherapie und Hyperthermie bei kaninen Weichteilsarkomen
evaluiert. Es zeigte sich eine verbesserte lokale Tumorkontrolle bei der
Kombinationstherapie und keine erhdhte Toxizitdt (GILLETTE et al. 1992). Thrall
et al. zeigten 2005 in einer randomisierten Phase-III-Studie bei Hunden mit spontan
entstandenen Weichteilsarkomen einen direkten Bezug von der Warmedosis zur
Dauer der lokalen Tumorkontrolle bei bestrahlten kaninen Sarkomen (THRALL et
al. 2005). In einer weiteren Studie von Thrall et al. wurde eine groBere Wirkung auf
die Tumorvolumenreduktion bei der Anwendung einer Fraktion Hyperthermie mit
hoheren Temperaturen im Vergleich zu drei bis vier Fraktionen mit niedrigeren

Temperaturen festgestellt (THRALL et al. 2012).

Matteucci et al. beobachteten, wie in Abschnitt 4.1. bereits erwéhnt, in einer Studie
iber nicht-thermosensitive Technetium-99m-markierte Liposomen in Kombination
mit einer Hyperthermie bei felinen Fibrosarkomen eine gesteigerte liposomale
Akkumulation unter hyperthermischen Bedingungen in soliden Tumoren
(MATTEUCCI et al. 2000). In zwei Dosisfindungsstudien fand die
Kombinationstherapie aus RHT wund DPPG2-TSL-DOX bei inoperablen
Fibrosarkomen von Katzen aus Privatbesitz Anwendung (ZIMMERMANN 2014,
TROEDSON 2015). Bei Zimmermann wurde das DPPG,-TSL-DOX in
Dosierungen zwischen 0,1 mg/kg und 0,4 mg/kg eingesetzt. Ein therapeutischer
Effekt bei vertretbaren lokalen Nebenwirkungen zeigte sich bereits in einer
Dosierung von 0,2 mg/kg (ZIMMERMANN 2014). Da bei Zimmermann die
maximal tolerierbare Dosis noch nicht erreicht wurde, erhéhte Troedson in einer
weiteren Dosisfindungsstudie die Dosis des DPPG2-TSL-DOX aufbis zu 1,0 mg/kg
DPPG,-TSL-DOX. Die Nebenwirkungen waren akzeptabel und eine

Tumorvolumenreduktion konnte bei allen therapierten Katzen ab einer Dosis von
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0,8 mg/kg DPPG,-TSL-DOX verzeichnet werden (TROEDSON 2015).

5.4. Hyperthermie-bedingte Nebenwirkungen

Unerwlinscht hohe Temperaturen in der Haut und dem gesunden Gewebe sind bei
der Hyperthermie das Hauptrisiko. Dies ist bei Personen mit gestortem
Temperaturempfinden  erhoht. Beim  Menschen werden  Schmerzen,
Empfindungsstérungen, Hautirritationen und/oder lokale Odeme beschrieben. Die
Einteilung der Nebenwirkungen erfolgt nach dem zeitlichen Verlauf in akut,
subakut und spat. Wahrend der Therapie auftretende Nebenwirkungen, wie Haut-
und Abdominalschmerz, Hotspots, Klaustrophobie, Druck durch den Bolus, werden
als akut eingestuft. Schmerzen, Odeme und Verbrennungen, die bis zu sechs
Monate nach der Therapie auftreten, werden als subakut bewertet und
Nebenwirkungen spiter als sechs Monate nach der Therapie werden als spite
Nebenwirkungen bezeichnet und umfassen Schmerzen, Odeme und Folgen einer
Verbrennung (BRUGGMOSER et al. 2012). Die Einteilung erfolgt geméfl den
CTCAE (Common Toxicity Criteria Adverse Events) und dem QMHT (Quality
Management in Hyperthermia) (BRUGGMOSER et al. 2012).

Im Falle von anhaltender Uberhitzung des Gewebes, in Abhingigkeit vom
Schweregrad, kann es zu Gewebeschidden oder Nekrose kommen

(BRUGGMOSER et al. 2012).

6. Zielpunkt der Studie

Troedson zeigte in einer Dosisfindungsstudie mit DPPG,-TSL-DOX und
simultaner RHT ab einer Dosis des DPPG2-TSL-DOX von 0,8 mg/kg einen
therapeutischen Effekt bei akzeptablen Nebenwirkungen. Die Dosis wurde bis auf
1,0 mg/kg gesteigert, was der Standarddosis von freiem DOX entspricht
(TROEDSON 2015).

Die Studien zeigten einen mdglicherweise verbesserten therapeutischen Effekt
durch die Anwendung einer thermosensitiven liposomalen Formulierung. Ziel
dieser Studie war es, die Effektivitdt und die Toxizitdt bei der Anwendung von
freiem DOX in einer Dosierung von 1,0 mg/kg und einer simultanen RHT mit der
Studie von Troedson, in der DPPG2-TSL-DOX in einer Dosierung von 1,0 mg/kg
in Kombination mit einer simultanen RHT angewandt wurde, bei Katzen mit

inoperablen FISS zu vergleichen, um die Effizienz von thermosensitiven
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liposomalen DOX zu beurteilen (TROEDSON 2015). Die vorliegende Studie
unterteilte sich in zwei Therapiegruppen. Primére Endpunkte in dieser Studie waren
die Evaluierung der Pharmakokinetik, der Toxizitit sowie die Beurteilung des
therapeutischen Effektes und die Bestimmung der DOX-Konzentration im
Tumorgewebe im Vergleich von freiem DOX und DPPG-TSL-DOX jeweils in

einer Dosierung von 1,0 mg/kg mit einer simultanen RHT.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Rekrutierung der Patienten

1.1. Therapiegruppe 1

Therapiegruppe I beinhaltete sieben Therapiezyklen mit freiem DOX und einer
simultanen RHT im zweiwochigen Abstand. Eine Voraussetzung fiir die Aufnahme
in die Studie war ein am Rumpf lokalisiertes Fibrosarkom mit einem inoperablen
Tumorstadium. Es wurden Tiere fiir die Studie ausgewihlt, deren Tumor einen
Durchmesser von 2,5 cm nicht unterschritten und einen Durchmesser von 5,5 cm
nicht iiberschritten hat, um eine sachgerechte Anwendung des Hyperthermie-
Geridtes zu garantieren. Katzen, bei denen zusitzlich eine kardiale oder renale
Begleiterkrankung sowie eine Infektion mit FeLV vorlagen, wurden aus der Studie
exkludiert. Patienten, deren Fibrosarkom mit einem Chemotherapeutikum
vorbehandelt wurde, wurden ebenfalls nicht in die Studie aufgenommen, da die
Gefahr einer Resistenz bestand. Ein Ausschluss galt auch fiir Katzen, die nach einer
zuvor angewandten Strahlentherapie ein Rezidiv entwickelten. Eine zuvor
strahlentherapeutisch behandelte Hautpartie ist im Vergleich zu einer
unbehandelten Haut diinner, wodurch wahrscheinlich das Risiko lokaler
Nebenwirkungen durch eine RHT  gestiegen wire. FEin  weiteres
Ausschlusskriterium war eine zu erwartende Uberlebenszeit unter sechs Monaten.
Metastasen stellten keinen Grund fiir einen Studienausschluss dar, da die Patienten
mit einer systemisch wirksamen Chemotherapie behandelt wurden. Katzen, deren
Fibrosarkom an einer GliedmaBle lokalisiert war, sind nicht fiir die Studie in
Erwdgung gezogen worden, weil in diesem Fall eine GliedmaBen-Amputation als

Therapie der Wahl erachtet wird.

In die Studie wurden fiinf Katzen von verschiedenen privaten Eigentiimern
eingeschlossen. Die Diagnose des felinen Fibrosarkoms wurde zytologisch oder

histologisch gestellt.

Von den fiinf Katzen wurden drei mit einem inoperablen Primartumor und zwei mit

einem inoperablen Rezidiv vorgestellt.

Gemal § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde ein Antrag auf Genehmigung eines

Tierversuches eingereicht und bewilligt (AZ: 55.2-1-54-2532-93-2014).
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1.2. Therapiegruppe 11

Therapiegruppe II beinhaltete eine Therapiesitzung mit einer anschlieenden
Resektion des Tumors. 50 % der Patienten erhielten bei der einmaligen
Therapiesitzung freies DOX und eine simultane RHT und 50 % DPPG,-TSL-DOX
in Kombination mit einer RHT. Primires Aufnahmekriterium bei dieser
Therapiegruppe war das Vorhandensein eines operablen felinen Fibrosarkoms mit
einem Tumordurchmesser von mindestens 2,5 cm und eciner Lokalisation am
Rumpf. Katzen, die mit einem Chemotherapeutikum vorbehandelt wurden oder
unter einer kardialen oder renalen Begleiterkrankung, wie bei der Therapiegruppe
I unter 1.1 aufgefiihrt, litten, wurden von der Studie ausgeschlossen. Eine
strahlentherapeutische Vorbehandlung stellte bei der Therapiegruppe II im
Vergleich zu Therapiegruppe I kein Ausschlusskriterium dar, da es sich um eine
einmalige Therapiesitzung handelte und im Anschluss eine radikale chirurgische
Exzision des Tumors erfolgte, womit ein erhohtes Risiko fiir lokale
Nebenwirkungen der Haut infolge einer RHT als gering erachtet wurde. Ein
weiteres Ausschlusskriterium war das Vorliegen von Metastasen, da mit einer
einmaligen Therapie und der Applikation von DPPG2-TSL-DOX bei drei von sechs

Patienten eine effektive Behandlung der Metastasen nicht gewéhrleistet war.

Sechs Katzen, ebenfalls aus unterschiedlichen privaten Haushalten, mit einer
zytologisch oder histologisch bestdtigten Diagnose eines am Rumpf lokalisierten

felinen Fibrosarkoms, wurden in die Studie aufgenommen.

Fiinf der sechs Katzen sind mit einem operablen Primértumor und eine Katze mit
einem operablen Rezidiv vorgestellt worden. Die Operabilitit wurde mit einer CT-

Untersuchung bestitigt.

GemailB § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde ein Antrag auf Genehmigung eines

Tierversuches eingereicht und bewilligt (AZ: 55.2-1-54-2532-93-2014).
2. Voruntersuchungen

2.1. Therapiegruppe 1

Die fiinf ausgewdhlten Patienten erhielten identische Eingangsuntersuchungen, die
zum einen als Tumorscreening und zum anderen der Evaluierung des
Gesundheitszustandes, zur Ermittlung weiterer Erkrankungen und der

Narkosefdhigkeit, dienen sollten. Hierzu zdhlten ein Blutbild mit
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Differentialblutbild und eine klinische Serumchemie sowie eine Bestimmung des
Gesamtthyroxins. Bei allen fiinf Katzen erfolgte eine kardiale Untersuchung, die
eine ultrasonographische Beurteilung des Herzens, ein Elektrokardiogramm, eine
Blutdruckmessung und eine Bestimmung des Troponin I aus dem Blut beinhaltete.
AulBlerdem wurde eine Ultraschalluntersuchung des Abdomens sowie ein Thorax-
Rontgen in drei Ebenen bei jedem Patienten durchgefiihrt. Die TumorgréBe (Linge
in cm x Breite in cm x Tiefe in cm) wurde unter Anwendung einer elektronischen
Schieblehre (Brown & Sharpe, TESA, Schweiz) ebenfalls ermittelt. Das gesamte
Ausmal} des Tumors und dessen Gefallversorgung konnte durch die Kombination
einer Positronenemissionstomographie mit einer Magnetresonanztomographie
(PET-MRT, 3,0 Tesla, Biograph mMR, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn) bei vier Patienten (# II, III, IV, V) eruiert werden. Bei dem hierfiir
verwendeten Radiopharmakon handelte es sich um FDG (*®F-Fluordesoxyglucose).
Patient # I erhielt eine MRT-Untersuchung (1.5 Tesla Magnetom, Symphony,

Siemens Health Care, Erlangen).

Die Auswertung der PET-MRT und MRT ist kein Bestandteil dieser Dissertation.

2.2 Therapiegruppe 11

Die Eingangsuntersuchungen, die bei der Therapiegruppe II ausgefiihrt wurden,
dienten wie bei der Therapiegruppe I einerseits der Beurteilung des
Gesundheitszustandes des Patienten und andererseits dem Tumorscreening. Sie
beinhalteten ein Blutbild mit Differentialblutbild sowie eine klinische
Serumchemie. Es wurden Rontgenbilder des Thorax in drei Ebenen erstellt und das
Abdomen mittels eines Ultraschall-Gerétes untersucht. Weitere Untersuchungen,
wie beispielsweise die Bestimmung des Gesamtthyroxins, die standardisiert in der
Therapiegruppe I erfolgten, wurden bei der Therapiegruppe 11, in der ausschlieBlich
eine Therapiesitzung durchgefithrt wurde, nur bei Auffilligkeiten in der
Eingangsuntersuchung eingeleitet. Von allen sechs Katzen wurde vor Beginn der
Therapie eine CT-Untersuchung angefertigt, um die Operabilitit des Tumors
beurteilen zu kénnen, da ausschlieSlich Katzen mit einem operablen Fibrosarkom

in die Therapiegruppe II inkludiert wurden.
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3. Therapieprotokoll

3.1. Therapiegruppe 12

Das fiir alle Katzen der Therapiegruppe I vorgesehene Behandlungsprotokoll
schloss sieben Therapiezyklen in einem zweiwochigen Abstand ein. Jeder dieser
Behandlungszyklen implizierte die streng intravendse Applikation von freiem DOX
in einer Dosierung von 1,0 mg/kg liber einen Zeitraum von 15 Minuten. Das freie
DOX wurde den Patienten simultan zu der RHT verabreicht. Eine Ausnahme stellte
die erste Therapiesitzung dar, da diese ohne eine Hyperthermie verlief. Der Grund
hierfiir war die Bestimmung der Pharmakokinetik des Medikaments in vivo ohne
eine RHT und die Beurteilung der Vertriglichkeit des Chemotherapeutikums. Eine
weitere pharmakokinetische Untersuchung des freien DOX unter Einfluss der
Hyperthermie hat in der zweiten Therapiesitzung stattgefunden. Jeder

Therapiezyklus ist unter Allgemeinanésthesie durchgefiihrt worden.

3.1.1. Untersuchungen wihrend der Therapie

Wie bei einer klassischen Behandlung mit einem Chemotherapeutikum {iblich,
erfolgte in dieser Studie vor und sieben Tage nach der Applikation des
Chemotherapeutikums eine klinische Allgemeinuntersuchung, die Erstellung eines
Blutbildes mit Differentialblutbild sowie eines Serumprofils inklusive einer
Messung der Elektrolyte und eine manuelle Vermessung des Tumors mit einer

elektronischen Schieblehre (Brown & Sharpe, TESA, Schweiz).

3.1.2.  Abschlussuntersuchungen nach den Therapiezyklen

Nach dem Abschluss der Therapie erfolgte ebenfalls eine Allgemeinuntersuchung,
eine Vermessung des Tumors mit einer elektronischen Schieblehre
(Brown & Sharpe, TESA, Schweiz) und die Einleitung eines Blutbildes mit
Differentialblutbild sowie eines Serumprofils inklusive einer Messung der
Elektrolyte. Bei der Abschlussuntersuchung wurde ebenfalls wieder das
Gesamtthyroxin und Troponin I bestimmt. Zudem wurde eine Sonographie des
Abdomens sowie eine ultrasonographische Untersuchung des Herzens inkl. der
Erstellung eines Elektrokardiogramms und einer Blutdruckmessung und eine
rontgenologische Untersuchung des Thorax in drei Ebenen durchgefiihrt. Diese

Untersuchungen dienten zum einen der Detektion von Erkrankungen, die in Folge

2 Ubersicht siche Anhang XI, Kapitel 1, Tabelle 2, Seite 92
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der Therapie entstanden sein konnten und unabhingig vom Tumor sind und zum
anderen als Re-Staging. Die PET-MRT- bzw. MRT-Untersuchungen (Patient # I)
nach Abschluss der sieben Therapiezyklen dienten der Planung der chirurgischen

Exzision der Tumoren und der Evaluierung des Ansprechens der Tumore.

3.2. Therapiegruppe I

Das Therapieprotokoll fiir Therapiegruppe II hatte einen einmaligen
Behandlungszyklus unter Allgemeinandsthesie zum Inhalt. 50 % der Katzen
wurden mit einer RHT und der simultanen Verabreichung von freiem DOX in einer
Dosierung von 1,0 mg/kg, streng intravends iiber einen Zeitraum von 15 Minuten,
und 50 % der Katzen mit einer RHT und der simultanen Applikation von DPPG>-
TSL-DOX, ebenfalls bezogen auf die Wirkstoffdosis des eingeschlossenen DOX in
einer Dosierung von 1,0 mg/kg streng intravends iiber einen Zeitraum von
15 Minuten, behandelt. Im Anschluss erfolgte die Resektion des Tumors innerhalb
von 60 min nach Abschluss der Hyperthermie-Sitzung von Prof. Andrea Meyer-
Lindenberg in der Chirurgischen und Gynidkologischen Kleintierklinik der LMU
Miinchen. Vor Beginn der Therapiesitzung und sieben Tage nach der Applikation
des freien DOX bzw. des DPPG,-TSL-DOX wurden die Patienten klinisch
allgemein untersucht und ein Blutbild mit Differentialblutbild sowie ein
Serumprofil einschlieBlich einer Elektrolytmessung aus ithrem Blut angefertigt. Zu
den Untersuchungen vor Beginn der Therapiesitzung gehorte ebenfalls eine

manuelle Ausmessung des Tumors.
4. Anwendung der regionalen Hyperthermie

4.1. Therapiegruppe I

4.1.1. Ablauf der regionalen Hyperthermie

Es wurde ein BSD Medical Controlling System mit einem Oberfldchen-Applikator
(MA-151 Mini Dual Ridge Hyperthermia Applicator, BSD Medical Corporation,
Salt Lake City, USA) fiir die Anwendung der RHT genutzt. Der Applikator hat eine

Eindringtiefe von 2,5 cm.

Drei Temperatursonden wurden zur Temperaturkontrolle an der Haut auf der

Oberfliche des Tumors, rektal und innerhalb des Tumors platziert

3 Ubersicht siche Anhang XI, Kapitel 1, Tabelle 3, Seite 94
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(BRUGGMOSER et al. 2012). Eine Temperaturmessung mit geeigneten
Messsonden ist entsprechend den Leitlinien zum Qualititsmanagement in der
Hyperthermie &uBerst wichtig, um therapeutisch notwendige Temperaturen im
Zielvolumen zu bestimmen und unerwiinschte Hotspots im umliegenden
Normalgewebe zu vermeiden sowie Risikoorgane zu schonen. Auch die
systemische Kdrpertemperatur muss regelmifig erfasst werden (BRUGGMOSER
et al. 2012). Eine invasive Bormann-Sonde wurde in den Tumor eingefiihrt und in
Basisndhe sowie dem Zentrum des Tumors positioniert. Die intratumorale Sonde
wurde zur Kontrolle der Temperatur manuell entlang des Fiihrungskanals im Tumor
verschoben, um eine moglichst konstante Erwédrmung des Tumors zu erreichen und
Temperaturabweichungen bestmoglich zu detektieren. Die Temperaturwerte
wurden hierzu jede Minute dokumentiert. Die Energiemenge fiir die Erwidrmung
des Tumors auf die Zieltemperatur wurde automatisch an den vorher gemessenen
Wert angepasst. Eine zweite Temperatursonde wurde im 90°-Winkel zu der
intratumoralen Temperatursonde, auf der Haut, im Zentrum des Tumors, zur

Kontrolle der Hauttemperatur nicht invasiv platziert (siche Abbildung 1).

—

Abbildung 1: Lokalisation der intratumoralen Sonde und Hauttemperatursonde im
90°-Winkel zueinander.

Zwischen dem Applikator und dem zu erwdrmenden Tumor befindet sich ein Bolus,
der mit destilliertem Wasser gefiillt und an den Applikator gekoppelt ist. Er
verbessert die Wirmeleitung in die Tiefe und optimiert die Ankopplung des
Applikators an das Tumorgewebe (siche Abbildung 2). Durch ein sich
anschliefendes Kiihlungssystem zirkuliert das destillierte Wasser im Bolus,
wodurch die Hauttemperatur reguliert werden kann, um Hautverbrennungen
vermeiden zu konnen. Zudem kann neben der Anderung der zirkulierenden
Wassertemperatur auch die Anderung des Fiillungszustandes des Bolus die

Vermeidung von  Hautverbrennungen  unterstiitzen. Die  gewiinschte
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Hauttemperatur lag zwischen 35 °C und 38 °C und eine maximale Temperatur von
39 °C sollte nicht iiberschritten werden. Eine dritte Temperatursonde wurde rektal

zur Kontrolle der Kdrpertemperatur unter Therapie eingefiihrt.

P U
LT e

Abbildung 2 (links): Positionierung des Applikators des Hyperthermie-Gerdtes
auf dem Tumor. Abbildung 3 (rechts): Eine Therapie mit dem Hyperthermie-
Gerdt.

Zu Beginn des Therapiezyklus wurde der Tumor auf eine Zieltemperatur von 42 °C
erwdrmt, die Erwdrmung sollte hierbei mdglichst homogen erfolgen. Die
Applikation des freien DOX erfolgte streng intravends iiber einen Zeitraum von
15 Minuten, nachdem die Zieltemperatur erreicht wurde. Die berechnetet Menge an
freiem DOX fiir jede Sitzung wurde hierfiir mit einer Glukose-Infusionslésung 5 %
(G-5 Glucose 5 % B. Braun, Melsungen, Deutschland) versetzt, um auf eine
Infusionsmenge von insgesamt 10 ml fiir die Infusion iiber einen Zeitraum von

15 Minuten zu gelangen.

Die Gesamttherapiedauer betrug 60 Minuten und erfolgte in Vollnarkose. Alle
Katzen wurden mit freiem DOX simultan mit einer RHT therapiert, mit Ausnahme

der ersten Therapiesitzung, hier wurde keine simultane RHT durchgefiihrt.

4.1.2.  Anisthesie

Fiir jede Therapiesitzung und die PET-MRT- bzw. MRT-Untersuchungen wurde
eine generelle Anidsthesie des Patienten nach einem standardisierten
Studienprotokoll angewandt, wobei sich das Anisthesieprotokoll der

Therapiesitzungen von dem Protokoll der Bildgebungen unterschieden hat.

Vor der Narkoseeinleitung wurden alle Patienten mit Methadon (Comfortan®,
Bladel, Niederlande) 0,2 mg/kg intravends vorbehandelt, nach zehn Minuten wurde
die Narkose mit Alfaxalon (Alfaxan®, Vétoquinol, Ravensburg, Deutschland)

2 mg/kg intravends eingeleitet. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mittels
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des  Inhalationsanisthetikums  Isofluran  (Isofluran  Baxter®,  Baxter
UnterschleiBheim, Deutschland), wofiir alle Patienten intubiert wurden. Fiir jede
Therapiesitzung erhielten die Studienpatienten eine Infusionstherapie mit
Sterofundin® ISO (B. Braun, Melsungen, Deutschland) zwei Stunden vor Beginn
der Anédsthesie mit einer Infusionsrate von 10 ml/kg/h. Die Fliissigkeitsapplikation
diente zum einen der Nierenentlastung wéhrend der Anédsthesie und zum anderen
um die Blutverluste infolge der Blutentnahme fiir die Pharmakokinetik
auszugleichen. Nach der Applikation des freien DOX wurde die Infusionstherapie
mit Sterofundin® ISO (B. Braun, Melsungen, Deutschland) mit der gleichen

Infusionsrate wie vor Beginn der Therapiesitzung fortgefiihrt.

Es erfolgte alle fiinf Minuten eine Lidreflexkontrolle sowie Kontrolle der
Schleimhautfarbe. Des Weiteren wurde ein Elektrokardiogramm, eine
Blutdruckmessung  mittels Doppler, Kapnographie und Pulsoxymetrie
durchgefiihrt. Die innere Korpertemperatur wurde mit Hilfe der rektalen
Temperatursonde, die im Rahmen der Hyperthermie-Behandlung eingefiihrt wurde,

erfasst.

Eine Auswertung der erfassten Narkoseparameter sowie das Narkoseprotokoll der

Bildgebungen sind nicht Bestandteil dieser Arbeit.

4.1.3. Probenentnahme von Blutplasma

Zur Durchfiihrung einer pharmakokinetischen Untersuchung wurden Blutproben
von jeweils 1 ml zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen. Die
Blutprobenentnahmen erfolgten sowohl vor Beginn der Infusion des freien DOX
zum Zeitpunkt 0 sowie nach dem Start der DOX-Infusion jeweils zum Zeitpunkt
7,15, 30, 45, 60, 75, 105 und 135 Minuten. Das Blut wurde {iber einen peripheren
Venenverweilkatheter (Vasofix® Certo, 1,1 x 25 mm, G20, rosa, B. Braun,
Melsungen, Deutschland), der zwischen den Entnahmen mit einem Mandrin
(Vasofix® Mandrin 1,1 mm/G20, rosa, B. Braun, Melsungen, Deutschland)
verschlossen wurde, entnommen und mit Hilfe einer EDTA-beschichteten
Multivette (Multivette® 600, Sarstedt, Deutschland) gewonnen. Die ersten Tropfen
wurden bei den einzelnen Entnahmen verworfen. Fiir den peripheren
Verweilkatheter wurde die V. saphena medialis oder V. cephalica antebrachii
gewdhlt. Innerhalb von 30 Minuten nach der Entnahme wurde das gewonnene Blut

weiterverarbeitet. Das Blut wurde bei 4 °C zentrifugiert (4000x g iiber 5 Minuten),
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das Plasma abpipettiert und bis zum Zeitpunkt der Analyse bei -30 °C und
darauffolgend bei -80 °C eingefroren.

4.2. Therapiegruppe 11

4.2.1. Ablauf der Hyperthermie und Anésthesie

Von den insgesamt sechs Katzen wurden drei Katzen mit freiem DOX (# VI, VII,
VIII) und drei Katzen mit DPPG>-TSL-DOX (# IX, X, XI) jeweils simultan mit
einer RHT therapiert. Die Gesamttherapiedauer betrug 60 Minuten und erfolgte in
Vollnarkose. Im Anschluss der Therapiesitzung wurde der Tumor chirurgisch

entfernt.

Die Anwendung der RHT, unter Ausnahme der Probenentnahme von Blutplasma,
bei Therapiegruppe II entsprach der Vorgehensweise von Therapiegruppe 1. Bei
den drei Katzen, die DPPG,-TSL-DOX verabreicht bekommen haben, wurde
besonders auf eine mogliche CARPA-Reaktion geachtet. Auch bei der Anwendung
von DPPG:-TSL-DOX wurde die berechnete Menge fiir jede Sitzung mit einer
Glukose-Infusionslosung von 5 % (G-5 Glucose 5 % B. Braun, Melsungen,

Deutschland) versetzt, um eine Infusionsmenge von insgesamt 10 ml zu erhalten.

4.2.2. Probenentnahme

4.2.2.1. Chirurgische Exzision des Tumors

Nach der Beendigung der Therapiesitzung wurde der Tumor zur Bestimmung der
DOX-Konzentration chirurgisch entfernt und umgehend bis zum Zeitpunkt der
Weiterverarbeitung bei -30 °C und spéter bei -80 °C eingefroren. Die chirurgische
Exzision wurde von Prof. Andrea Meyer-Lindenberg in der Chirurgischen und

Gynékologischen Kleintierklinik der LMU Miinchen durchgefiihrt.

4.2.2.2. Probenentnahme von Blutplasma

Neben der Tumorresektion wurden zur Bestimmung der DOX-Konzentration zu
zwei verschiedenen Zeitpunkten Blutproben von je 1 ml entnommen. Die erste
Blutprobenentnahme erfolgte vor dem Beginn der chirurgischen Exzision des

Tumors und die zweite Blutprobenentnahme nach Abschluss der Operation.

Der Ablauf der Blutprobenentnahme sowie die anschlieBende Verarbeitung des

Blutes entsprach der Verfahrensweise von Therapiegruppe 1.
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5. Herstellung und Charakterisierung der Liposomen

Die Herstellung und Charakterisierung der Liposomen erfolgte geméil der
Beschreibung von Hossann et al. und wurde von der Arbeitsgruppe Liposomen des
LMU Klinikums — Campus GroBhadern der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen durchgefiihrt (HOSSANN et al. 2007, HOSSANN et al. 2010,
HOSSANN et al. 2012). Die Liposomen wurden nach der Lipidfilm-
Hydratisierungs- und Extrusionsmethode hergestellt. Die in der vorliegenden
Studie verwendeten Phospholipide 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin,
1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin und DPPG: wurden in einem
Rundkolben im molaren Verhiltnis 50:20:30 (mol/mol) in Chloroform aufgelost.
Um einen diinnen und homogenen Lipidfilm zu erhalten, wurde das Losungsmittel
in einem Rotationsverdampfer unter Vakuum verdampft. Die Hydratation des Films
erfolgte mit 300 mM Citrat, pH 4, bei 60 °C fiir 30 Minuten. Die resultierende
Lipidkonzentration betrug 50 mM. Unilamellare Vesikel wurden nach einer
zehnfachen Hochdruckextrusion (LIPEX™ Thermobarrel-Extruder, Northern
Lipids Inc. Burnaby, BC, Kanada) bei 60 °C durch Polykarbonat-Filter mit einer
GroBe von 200 nm gebildet. Die Beladung der TSL mit DOX erfolgte pH-
Gradienten-gesteuert. Der pH-Gradient wurde durch Titration mit 1 M NaHCOs3,
pH 8 erzeugt. Es erfolgte eine Verdiinnung bis zu einem molaren Wirkstoff/Lipid-
Verhiltnis von 0,13 (mol/mol) und eine Inkubation bei 38 °C, bis die DOX-
Beladung abgeschlossen war. Spuren von nicht eingekapselten DOX wurden durch
Zentrifugation (75.000 xg) entfernt, der Uberstand verworfen und das Pellet in
20 mM HEPES, 150 mM NaCl (HN-Puffer), pH 7,4 resuspendiert.

Nach der Charakterisierung der Liposomen wurden nur die Chargen verwendet, die
den Spezifikationen entsprechen. Die Charakterisierungsmethoden umfassen eine
Phosphatanalyse zur Bestimmung der Phospholipid-Konzentration und eine
Diinnschichtchromatographie zur quantitativen Bestimmung der Phospholipid-
Zusammensetzung. Die Grofle der Vesikel und die Breite der Grofenverteilung
(Polydispersitétsindex, PDI) wurden durch eine dynamische Lichtstreuung und der
DOX-Gehalt sowie dessen Freisetzung durch eine Fluoreszenzspektroskopie
ermittelt (HOSSANN et al. 2007, HOSSANN et al. 2010, HOSSANN et al. 2012,
LIMMER et al. 2014). Die Uberpriifung der Qualitiit der Chargen erfolgte nach dem
Verfahren, wie es Zimmermann et al. beschrieben haben, um unzureichende

Chargen auszuschlieBen (ZIMMERMANN et al. 2017).
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In dieser Studie wurden zwei Chargen verwendet, deren Spezifikationen im
Anhang XI, Kapitel 5, Abbildung 11 und Abbildung 12, Seite 99 bis 100, zu

finden sind.
6. Pharmakokinetik

6.1. Bestimmung der DOX-Konzentration in Blut- und Gewebeproben
beider Therapiegruppen
Mit Hilfe einer High performance liquid Chromatography (HPLC) durch ein
Waters HPLC System (510 HPLC-Pumpe, 717plus Autosampler und
470 Fluoreszenzdetektor, Waters HPLC, Eschborn, Deutschland) wurde die DOX-
Konzentration in den Proben bestimmt (GALETTIS et al. 1994, WILLERDING et
al. 2016). Die Proben wurden durch eine Fliissig/Flissig-Extraktion mit
Isopropanol (J.T Baker-Avantor Performance Materials, Center Valley, USA) und
Chloroform (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vorbereitet. Daunorubicin
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurde als Interner
Standard und eine DOX-Losung (Adrimedac®/Doxorubicin Accord®, Bendalis
GbmH/ medac Gesellschaft fiir klinische Spezialpriparate mbH) als
Referenzstandard verwendet. Die Bestimmung der Fluoreszenz erfolgte bei einer
Exitationswellenldnge von 480 nm und einer Emissionswellenldnge von 560 nm
(GALETTIS et al. 1994). Die Bestimmung der DOX-Konzentration in den Blut-
und Gewebeproben sowie die pharmakokinetische Auswertung erfolgte durch die
Arbeitsgruppe Liposomen des LMU-Klinikums — Campus GroBhadern der

Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen.

6.2. Ermittlung der AUC und ID

Aus dem Integral der gemessenen Konzentration des DOX im Plasma in pg/ml
wurde die Fliache unter der Kurve (AUCo.135) von t = 0 bis 135 Minuten bestimmt.
Die theoretische Maximalkonzentration (ID) fiir den Wirkstoff wurde aus der
verabreichten Dosis ermittelt. Es wird fiir die Berechnung angenommen, dass das
Plasmavolumen einer Katze 4 % des Korpergewichtes ausmacht. Die
Plasmakonzentration von DOX wurde fiir die Zeitpunkte t = 15 Minuten zum Ende
der DOX-Infusion bis t = 135 Minuten in ein pharmakokinetisches Zwei-
Kompartiment-Modell (OriginPro 8.1.5, OriginLab Corp., Northampton, MA,
USA) integriert (LIMMER et al. 2014). Sie wird als prozentualer Anteil der

maximalen Konzentration (% ID) ausgedriickt.
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7. Bestimmung der Toxizitit

Eine Beurteilung der Hyperthermie-spezifischen Nebenwirkungen erfolgte gemal
den CTCAE und dem QMHT in akut, subakut und spit (BRUGGMOSER et al.
2012). Die spezifischen Nebenwirkungen des freien DOX wurden entsprechend der
Veterinary Cooperative Oncology Group (VCOG-CTCAE V1.1) bewertet.

7.1. Therapiegruppe I

Vor jeder Therapiesitzung und sieben Tage nach jeder Sitzung fand eine klinische
Untersuchung sowie eine Kontrolle des Blutbildes und der Serumchemie inkl.
Elektrolytmessung statt, um Nebenwirkungen der Therapie zu detektieren. Des
Weiteren wurde vor Beginn und nach Abschluss der Therapiezyklen eine
Herzuntersuchung mittels Echokardiogramm und Ultraschall durchgefiihrt, um eine
kumulative Kardiotoxizitit durch freies DOX, wie sie bei Hunden und Menschen

beschrieben ist, auszuschlief3en.

7.2. Therapiegruppe 11

Vor und sieben Tage nach der Therapiesitzung erfolgte eine klinische
Untersuchung sowie eine Blutbild- wund Serumchemiekontrolle inkl.
Elektrolytmessung zur Beurteilung von Nebenwirkungen nach der einmaligen

Therapiesitzung.

8. Tumoransprechen

Eine Beurteilung des Tumoransprechens erfolgte mittels einer manuellen
Handmessung mit einer elektronischen Schieblehre (Brown & Sharpe, TESA,
Schweiz). Die anhand der manuellen Handmessungen ermittelten Tumorvolumina
wurden von Therapiezyklus zu Therapiezyklus miteinander verglichen. Die
Messungen erfolgten in Narkose vor Beginn der einzelnen Sitzungen und zu den
PET-MRT- bzw. MRT-Untersuchungen, die ebenfalls zur Beurteilung des
Tumorvolumens herangezogen wurden (Daten sind nicht Bestandteil dieser Arbeit)
sowie im wachen Zustand zu den Kontrolluntersuchungen. Die Tumormesspunkte,
die spezifisch fiir jeden Tumor festgelegt wurden, wurden bei jeder Messung
beibehalten und wenn es moglich war, erfolgten die Messungen stets von derselben
Person. Es hat sich herausgestellt, dass die Formel V= Lénge x Breite x Hohe x n/6
zur Berechnung des Tumorvolumens geeignet ist, wofiir bei jeder Kontrolle die

Tumoren in ihrer ,Lédnge“, ,Breite“ und ,Hohe* ausgemessen wurden
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(HARRINGTON et al. 2001). Nach den RECIST-Kriterien (response evaluation
criteria in solid tumours) wurde die Anderung des Tumorvolumens als partielle
Remission (Verringerung des Tumorvolumens um 30 %), als progressive
Erkrankung (Zunahme des Tumorvolumens um mindestens 20 %) oder als stabile

Erkrankungen (Volumenédnderungen zwischen den beiden bereits genannten)

eingestuft (EISENHAUER et al. 2009).

9. Chirurgie und Strahlentherapie nach Abschluss der
Therapiestudie
9.1. Therapiegruppe 1

Nach Abschluss der Behandlungszyklen erhielten die Katzen, insofern eine
chirurgische Exzision des Tumors in Abhdngigkeit von dessen Grofle und dem
Auftreten von Metastasen durchfiihrbar gewesen ist, eine strahlentherapeutische
Behandlung. Patienten mit histologisch tumorfreien Exzisionsrdndern wurden nach
der Operation mit einer definitiven Strahlentherapie in 15 Sitzungen zu je 2,5 Gy
behandelt, wohingegen Patienten mit histologisch nicht tumorfreien
Exzisionsrandern eine palliative Strahlentherapie in fiinf Sitzungen zu je sechs Gray

erhielten.

9.2. Therapiegruppe 11

Da eines der Einschlusskriterien von Therapiegruppe II das Vorliegen eines
operablen Tumors gewesen ist, erhielten alle Katzen im Anschluss an die
Therapiestudie nach der Tumorexstirpation eine strahlentherapeutische
Behandlung. Ob die Katzen eine definitive oder palliative Strahlentherapie
erhielten, war wie in Therapiegruppe I abhingig von den Exzisionsrdndern. Die
Wahl des Strahlentherapieprotokolls war auch abhingig von dem Vorliegen eines
Primartumors oder eines Rezidivs wie bei dem Patienten # VIII, der mit einem
Rezidiv vorgestellt wurde und die Therapie des Primértumors zuvor bereits eine
definitive Strahlentherapie beinhaltet hatte. Bei den Patienten mit tumorfreien
Exzisionsrdndern (RO) und bei den Patienten mit nicht tumorfreien
Exzisionsrdndern (R1) wurden jeweils dieselben Strahlentherapieprotokolle

verwendet wie in der Therapiegruppe 1.
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10. Follow-up

10.1. Therapiegruppe I

Nach Abschluss der Therapie wurde fiir eine langerfristige Evaluierung des
Tumoransprechens, nach vier Wochen, drei Monaten, sechs Monaten und zwolf
Monaten eine klinische Allgemeinuntersuchung von jedem Patienten oder, wenn
eine personliche Vorstellung des Tieres in der Klinik nicht moglich war, eine
Kommunikation mit dem iiberweisenden praktizierenden Tierarzt und eine

telefonische Patientenbesitzerkommunikation ausgefiihrt.

10.2. Therapiegruppe 11
Im Rahmen der Studie wurden zu der Beurteilung des Tumoransprechens bei dieser

Therapiegruppe keine Follow-up-Daten erhoben.
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IV. ERGEBNISSE

1. Patientendaten

Es wurden insgesamt flinf Patienten fiir Therapiegruppe I sowie sechs Patienten fiir
Therapiegruppe II aus Privatbesitz in dem Zeitraum von April 2015 bis September
2016 rekrutiert.

1.1. Therapiegruppe I

Ein Patient aus Therapiegruppe I war méannlich kastriert (# I) und vier Patienten
weiblich kastriert (# II, III, IV, V). Das mediane Alter betrug 12 Jahre (Varianz
6 Jahre bis 15 Jahre) und das mediane Korpergewicht lag bei 4,52 kg (Varianz
3,09 kg bis 5,24 kg). Vier der fiinf Katzen gehorten der Rasse Europdisch
Kurzhaarkatze an (# 1, 11, III, V) und bei einer Katze handelte es sich um eine

Norwegische Waldkatze (# V).

Drei der fiinf Studienpatienten (# I, III, IV) wurden mit einem Primértumor
vorgestellt und zwei der fiinf Katzen (# II, V) mit einem Rezidiv nach einer
chirurgischen Vorbehandlung. Alle fiinf Patienten wurden vor der Aufnahme in die

Studie weder strahlentherapeutisch noch chemotherapeutisch vorbehandelt.

Die Tumoren zeigten sich in unterschiedlichen Lokalisationen am Rumpf. Zwei der
fiinf Katzen wiesen eine Lokalisation an der lateralen Bauchwand auf. Bei einer der
beiden Katzen présentierte sich der Tumor an der linken Bauchwand (# II) und bei
der zweiten Katze an der rechten Bauchwand (# V). Diesen nachfolgend waren
gleichermallen Tumoren an der linken Thoraxwand (# I), auf der Brustwirbelsédule

(# IIT) und interskapuldr (# IV) lokalisiert.

Das mediane Tumorvolumen lag bei 13,48 cm?® (Varianz 7,7 cm? bis 40,17 cm?) und
das durchschnittliche Tumorvolumen bei 16,65 cm?. Eine Ubersicht zu den
Tumorcharakteristika der Therapiegruppe I befindet sich im Anhang XI, Kapitel 2,
Tabelle 4, Seite 95.

1.2. Therapiegruppe 11
Drei Patienten aus der Therapiegruppe Il waren ménnlich kastriert (# VII, VIII, X)
und ein Patient ménnlich (# VI), zwei Patienten waren weiblich kastriert (# IX, XI).

Das mediane Alter lag bei 9,5 Jahren (Varianz 7 Jahre bis 11 Jahre) und das mediane
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Korpergewicht betrug 4,72 kg (Varianz 2,39 kg bis 8,7 kg). Fiinf der sechs Katzen
waren Europdisch Kurzhaarkatzen (# VI, VII, IX, X, XI) und eine Katze eine Maine
Coon (# VIII).

Fiinf der sechs Studienpatienten wurden mit einem Primértumor vorgestellt (# VI,
VII, IX, X, XI) und ein Patient mit einem Rezidiv nach einer chirurgischen und

definitiven strahlentherapeutischen Vorbehandlung (# VIII).

Die Tumoren waren in unterschiedlichen Bereichen des Rumpfes lokalisiert. Vier
Tumoren waren an der Bauchwand lokalisiert. Zwei Tumoren davon lagen im
Bereich der linken dorsalen Bauchwand (# VI, IX), einer an der rechten dorsalen
Bauchwand (# X) und ein weiterer an der linken rippengestiitzten Bauchwand
(# XI). Diesen nachfolgend befanden sich gleicherma3en Tumoren auf der Hohe
der Dornfortsdtze im Bereich des 4. bis 6. Brustwirbels (# VII) und an der rechten

Thoraxwand (# VIII), wobei es sich hier um das Rezidiv handelte.

Das mediane Tumorvolumen betrug 9,30 cm? (Varianz 5,81 cm? bis 11,67 cm?®) und
das durchschnittliche Tumorvolumen lag bei 8,95 cm?. Eine Ubersicht zu den
Tumorcharakteristika der Therapiegruppe II befindet sich im Anhang XI, Kapitel
3, Tabelle 5, Scite 96.

2. Behandlungszyklen von Therapiegruppe I

Vier von fiinf Katzen haben die Therapiezyklen vollstandig durchlaufen. Bei einem
Patienten (# IV) wurde die Therapie aufgrund eines Gewichtsverlustes von 24 %
(Grad III) nach der sechsten Sitzung abgebrochen. Insgesamt wurden
29 Therapiesitzungen mit einer RHT und freiem DOX ausgefiihrt. Fiinf Sitzungen
erfolgten mit freiem DOX ohne eine RHT.

3. Toxizitat

3.1. Lokale Toxizitit
In beiden Therapiegruppen konnte zu keinem Zeitpunkt eine lokale Toxizitét in

Folge der Hyperthermie-Behandlung beobachtet werden.

Patient # | entwickelte Krusten und Exkoriationen an den Pinnae sowie eine Erosion
mit Krusten am rechten Ohr-Grund nach der zweiten Therapiesitzung. Zudem
zeigte der Patient hierbei Juckreiz. Nach Aussage des Besitzers zeigte er diese

Verdanderungen jedes Jahr zur Sommerzeit. Der Patient wurde daraufhin
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dermatologisch behandelt und erhielt eine Ektoparasiten-Prophylaxe, woraufthin die
Verdnderungen abheilten. Der Juckreiz war weiterhin intermittierend zu
beobachten. Nach der fiinften Therapiesitzung verschlechterten sich die Symptome

wieder und es wurde eine neue dermatologische Behandlung gestartet.

3.2. Systemische Toxizitit

3.2.1. Therapiegruppe I
Es gab bei allen Patienten aus Therapiegruppe I keinen Hinweis auf eine kumulative
kardiale sowie renale Toxizitét, die bei Katzen bei einer klassischen Chemotherapie

mit DOX beobachtet werden kann.

Alle fiinf Patienten zeigten unter Therapie eine milde Andmie (# L, I, III, IV, V
Grad 1), die sich bei drei Patienten nach der Therapie wieder normalisierte (# I, 111,
V) und bei dem Patienten # Il und # IV noch bei der Abschlussuntersuchung
bestand. Bei zwei Patienten (# IV, V) wurde eine Neutropenie Grad I dokumentiert.
Patient # V zeigte zweimalig eine Neutropenie sowie einmalig eine Leukopenie
(Grad I). Patient # IV zeigte bereits vor der Behandlung zu der ersten PET-MRT-
Untersuchung eine Neutropenie Grad I sowie milde Leukopenie. Eine Leukopenie
(Grad I) war ebenfalls unter der Therapie bei diesem Patienten zu beobachten,
zweimalig wurde auch eine Leukopenie Grad II dokumentiert, die neutrophilen
Granulozyten waren hierbei entweder erniedrigt (Grad I) oder befanden sich im
unteren Referenzbereich. Zudem entwickelte sich ab der vierten Sitzung eine
moderate Lymphopenie (Grad II). Die Lymphozyten befanden sich bei der
Kontrolle nach der sechsten Sitzung wieder im Referenzbereich. Bei nachfolgenden
Blutbildkontrollen befanden sich die neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten
sowie Gesamtleukozyten weiterhin unterhalb oder im unteren Referenzbereich.
Patient # I1I zeigte einmalig eine Leukopenie (Grad I) unter der Therapie sowie vor
der Therapie. Die neutrophilen Granulozyten befanden sich dabei einmalig im
unteren Referenzbereich. Eine geringgradige Leukozytose wurde intermittierend
bei dem Patienten # I beobachtet, die neutrophilen Granulozyten hatten teilweise
einen hoheren Wert im Vergleich zu den anderen Messungen, befanden sich aber
noch innerhalb des Referenzbereiches. Der Patient zeigte zudem bereits vor Beginn
der Therapie eine Eosinophilie sowie intermittierend wéihrend der Therapie eine
Monozytose. Bei der Blutbilduntersuchung im Rahmen der letzten PET-MRT-

Untersuchung bestand weiterhin die Eosinophilie, die Gesamtleukozyten und
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Monozyten befanden sich wieder im Referenzbereich. Bei dem Patienten # II wurde
eine Leukozytose beobachtet sowie bei der Abschlussuntersuchung eine

Neutrophilie. Eine Monozytose und Eosinophilie bestanden ebenfalls.

Eine Thrombozytopenie konnte bei zwei Patienten (# III Grad I, # IV Grad II)
beobachtet werden. Bei dem Patienten # I1I war sie intermittierend und wurde auch
schon vor Therapiebeginn dokumentiert. Bei den letzten beiden Therapiezyklen
und der Abschlussuntersuchung konnte keine Thromozytopenie mehr festgestellt
werden. Bei dem Patienten # IV trat die Thrombozytopenie nach der zweiten

Sitzung auf und normalisierte sich wieder bis zur fiinften Sitzung.

Es konnte bei dem Patienten # IV ein milder erniedrigter Harnstoffwert
intermittierend festgestellt werden, der sich zum Ende der Behandlungen wieder
normalisiert hat und auch bei den Nachkontrollen nach Abschluss der Therapie im
Referenzbereich lag. Das Kreatinin befand sich im Referenzbereich. Dieser Patient
zeigte zudem nach der vierten Sitzung Symptome in Form einer Ubelkeit mit einer
erhohten Salivation (Grad II) und Erbrechen (Grad I) sowie eine Diarrhoe (Grad I).
Diese Symptome besserten sich unter einer symptomatischen Therapie, jedoch kam
es im weiteren Verlauf zu einer Anorexie (Grad I). Zusammen mit dem damit
verbundenen Gewichtsverlust von 24 % wurde die weitere Therapie abgebrochen.
Die Symptome waren eine Woche nach Abbruch der Therapie nicht mehr zu

beobachten.

Bei allen Patienten wurde ein Gewichtsverlust unter Therapie beobachtet (# 16,7 %
Grad I, # I1 10,1 % Grad 11, # III 26,1 % Grad III, # IV 24 % Grad III, # V 9,1 %
Grad I). Bei dem Patienten # I war bekannt, dass er jedes Jahr zur Sommerzeit bei
hohen Temperaturen eine reduzierte Futterautnahme zeigt. Als der Gewichtsverlust
durch eine verminderte Futteraufhahme dokumentiert wurde, lag sehr warmes
Wetter vor. Bei dem Patienten # III wurde bei der Eingangsuntersuchung fiir die
Studienteilnahme eine Hyperthyreose festgestellt, die trotz mehrmaliger
Therapieansitze nicht eingestellt werden konnte. Es zeigte sich ein Gewichtsverlust
trotz normaler Futteraufnahme bis zur flinften Therapiesitzung. AnschlieBend
zeigte sich eine Hyporexie, die mit einer symptomatischen Therapie behoben
werden konnte. Bei diesem Patienten wurden nodulére Verdanderungen in der Lunge
in der letzten PET-MRT-Untersuchung detektiert, die fiir Lungenmetastasen

sprachen. Eine Probenentnahme erfolgte nicht.
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Diagramme zu den einzelnen Laborparametern befinden sich im Anhang XI,

Kapitel 7, Abbildung 15 bis Abbildung 22, Seite 103 bis 110.

Bei dem Patienten # I (siche Abbildung 4) konnte ein Ausfall der Sinushaare nach
der dritten Therapiesitzung beobachtet werden, was auf die DOX-Therapie

zuriickzufiihren ist.

Abbildung 4: Ausfall der Sinushaare bei dem Patienten # I.

3.2.2.  Therapiegruppe I1

Drei von sechs Patienten zeigten eine milde Anidmie (# VII, X, X1, Grad I) nach der
Therapie. Patient # VII erhielt freies DOX und Patient # X und # XI DPPG2-TSL-
DOX. Bei dem Patienten # VI, der freies DOX im Rahmen der Therapie erhielt,
wurde eine moderate Andmie (Grad I1) festgestellt. Dieser Patient zeigte bereits vor
der Therapie eine milde Anidmie. Es wurde zudem ein erniedrigter Himoglobinwert
(Grad I) nach der Therapie beobachtet. Bei einer weiteren Kontrolle im Rahmen
der strahlentherapeutischen Behandlung sind der Hdmatokrit und das Himoglobin

angestiegen, befanden sich aber immer noch unterhalb des Referenzbereiches.

Bei den Patienten # IX und # X lag eine milde Leukopenie (Grad I) vor. Bei dem
Patienten # IX konnte zusitzlich ein Abfall der neutrophilen Granulozyten in den
unteren Referenzbereich verzeichnet werden. Sowohl die Leukopenie als auch die
Anzahl der neutrophilen Granulozyten im unteren Referenzbereich zeigte sich
bereits bei der Voruntersuchung. Der Patient # X zeigte die milde Leukopenie bei
einer normalen neutrophilen Granulozytenanzahl. Bei dem Patienten # XI wurde
hingegen eine geringgradige Leukozytose beobachtet. Bei diesem Patienten sind
die neutrophilen Granulozyten nach der Therapie angestiegen und lagen im oberen
Referenzbereich. Zudem zeigte sich eine Monozytose. Eine geringgradige
Thrombozytose lag ebenfalls vor. Patient # IX zeigte eine milde Thrombozytopenie

(Grad I).
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Bei fiinf Patienten konnte ein Gewichtsunterschied in Form einer Reduktion zu der
Voruntersuchung bei der einmaligen Therapiebehandlung mit einer anschlieBenden
radikalen Operation des Tumors festgestellt werden (# VI 13,8 % Grad II, # VII
0,8 % Grad I, # VIII 4,4 % Grad I, # X 4,8 % Grad I, # XI 7,2 % Grad I). Die
Nachkontrolle sieben Tage nach der Therapie wurde bei dem Patienten # IX bei

dem Haustierarzt vollzogen.

Eine Ubersichtstabelle zu den Laborparametern ist im Anhang XI, Kapitel 7,
Tabelle 8, Seite 111 bis 112, zu finden.

4. Abschlussuntersuchung der Therapiegruppe I

In der letzten PET-MRT-Untersuchung nach Abschluss der Therapiezyklen wurden
bei dem Patienten # I1I nodulire Verdnderungen in der Lunge detektiert, die fiir das
Vorliegen von Lungenmetastasen sprachen. Eine Beprobung erfolgte nicht.
Aufgrund des Befundes wurde bei diesem Patienten keine weitere Therapie in Form
einer Operation und anschlieBenden Strahlentherapie durchgefiihrt. Auflerdem
wurde bei diesem Patienten bei der Abschlussuntersuchung eine asymptomatische
bakterielle Zystitis mit Enterococcus faecialis festgestellt, woraufthin der Patient
eine antibiotische Therapie mit Synulox® (Zoetis Deutschland GmbH, Berlin,

Deutschland) erhalten hat.

Im Serumprofil von Patienten # V zeigte sich bei der Abschlussuntersuchung ein
mild erhohter Harnstoffwert sowie Eiweil im Urin. Das Protein/Kreatinin-
Verhiltnis war im Referenzbereich und die sonographische Untersuchung der
Nieren unauffillig. Bei weiteren Blutbildkontrollen befand sich der Harnstoffwert
wieder im Referenzbereich. Bei diesem Patienten wurde zudem eine weitere
Umfangsvermehrung in der rechten Kniefalte, im Bereich der Narbe von der
Primértumorentfernung, in der letzten PET-MRT-Untersuchung detektiert. Diese
Umfangsvermehrung wurde bei der chirurgischen Exzision des therapierten

Tumors ebenfalls entfernt. Der pathohistologische Befund ergab ein Fibrosarkom.

S. Tumoransprechen der Therapiegruppe I

Vier (# 1, II, III, V) der insgesamt fiinf Studienpatienten durchliefen den
vollstindigen Therapiezyklus. Drei Patienten (# I, 11, III) zeigten eine progressive
Erkrankung. Bei dem Patienten # I wurde eine Volumenzunahme des Tumors um

187,18 % verzeichnet, bei dem Patienten # II um 55,61 % und bei dem Patienten
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# 111 um 67,43 %. Patient # I1I entwickelte zudem unter der Therapie noduldre, im
dritten PET-MRT Radiopharmakon-anreichernde Verdanderungen in der Lunge, die
fiir das Vorliegen von Lungenmetastasen sprachen. Die Umfangsvermehrungen
wurden nicht beprobt. Bei einem Patienten (# IV) war eine stabile Erkrankung mit
einer Volumenreduktion von 26,81 % zu verzeichnen. Der letzte Patient (# V)
zeigte zwar eine partielle Remission des therapierten Rezidivs, da eine Reduktion
des Volumens um 51,82 % zu verzeichnen war, jedoch konnte bei diesem Patienten
bei der zweiten Therapiesitzung ein tastbarer Ausldufer nach kaudal festgestellt
werden sowie bei der dritten Sitzung eine zweite Umfangsvermehrung circa 0,5 cm
von dem ersten Rezidiv entfernt. Die zweite Umfangsvermehrung reicherte im
PET-MRT Radiopharmakon an. Es erfolgte keine Probenentnahme. Zudem wies
dieser Patient nach der letzten Therapiesitzung eine weitere Umfangsvermehrung
6 cm kaudal des ersten Rezidivs auf. Diese Umfangsvermehrung reicherte ebenfalls
Radiopharmakon im PET-MRT an und wurde zusammen mit dem ersten Rezidiv
und der unmittelbar benachbarten zweiten Umfangsvermehrung chirurgisch
entfernt sowie pathohistologisch beurteilt. Es handelte sich hierbei ebenfalls um ein
Fibrosarkom und demnach konnte eine sogenannte Satellitenmetastase oder ein
neuer Primédrtumor vorgelegen haben. Eine direkte Verbindung zu dem therapierten

Rezidiv iiber einen Ausldufer konnte in der Bildgebung nicht detektiert werden.

Eine Ubersicht zu dem Tumoransprechen der Therapiegruppe I befindet sich im

Anhang XI, Kapitel 2, Tabelle 4, Seite 95.

Zusammengenommen wurde eine Tumorvolumenzunahme um 310,22 % und eine

Tumorvolumenreduktion um 78,63 % verzeichnet (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Verdnderung des Tumorvolumens unter Therapie in Therapiegruppe
I, 1,0 mg/kg freies DOX. Patient # IV brach die Therapie wegen eines

Gewichtsverlustes von 24 % ab.
6. Hyperthermie

6.1. Therapiegruppe 1

Tso beschreibt die wihrend der Hyperthermie median gemessene Temperatur im
Tumor und Too die Temperatur, die in 90 % der Fille erreicht oder iiberschritten
wurde (OLESON et al. 1993). Insgesamt betrug Tso 41,9 °C (Varianz 41,7 °C bis
41,9 °C) und Ty 41,6 °C (Varianz 41,4 °C bis 41,8 °C). Die Werte beziehen sich
auf alle Therapiesitzungen von allen Patienten. Die Hyperthermie-Daten der
Therapiegruppe I wurden von Dr. Michael Peller ausgewertet. Die Auswertung ist

im Anhang XI, Kapitel 6, Abbildung 13, Seite 101, zu finden.

Fiir die Erwérmung des Tumors auf die Zieltemperatur wurde eine Zeit von median
5,8 Minuten (Varianz 4,7 Minuten bis 8,4 Minuten) gebraucht. Die ,,Calculated
equivalent minutes* (CEMa43) betrugen bei den Patienten # I, # 11, # III, # IV, # V

insgesamt 81,8 Minuten.

6.2. Therapiegruppe 11

Tso betrug bei allen Patienten median 41,9 °C (Varianz 41,9 °C bis 42,0 °C) und
Too 41,8 °C (Varianz 41,4 °C bis 41,9 °C). Die Zeit bis zum Erreichen der
Zieltemperatur betrug median 7 Minuten (Varianz 5 Minuten bis 8 Minuten) und
die CEM4; der Gesamtheit aller Patienten 13,8 Minuten. Die Hyperthermie-Daten

der Therapiegruppe Il wurden von Dr. Michael Peller ausgewertet. Die Auswertung
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ist im Anhang XI, Kapitel 6, Abbildung 14, Seite 102, zu finden.

7. Pharmakokinetik

Bei der Therapiegruppe I wurde die Pharmakokinetik des freien DOX ohne eine
RHT sowie unter dessen Einfluss bestimmt. Die Hyperthermie-Anwendung

erfolgte iiber eine Zeitspanne von 60 Minuten.

Bei dem Patienten # I konnte zum Zeitpunkt 7 Minuten und 15 Minuten bei der
ersten Therapiesitzung ohne Hyperthermie kein Blut gewonnen werden, da der

periphere Venenverweilkatheter erneuert werden musste.

Die Halbwertszeit t, beschreibt den grofiten Abfall der DOX- Konzentration und
erfolgte innerhalb von median 4,9 Minuten (Varianz 4,1 Minuten bis 5,6 Minuten)
ohne eine Hyperthermie und median 4,3 Minuten (Varianz 3,4 Minuten bis
5,3 Minuten) mit einer Hyperthermie nach Beendigung der Applikation von freiem

DOX. Danach folgt eine verlédngerte zweite Eliminationshalbwertszeit tg.
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Abbildung 6: Pharmakokinetik des freien DOX ohne Hyperthermie bei dem
Patienten #1V.
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Abbildung 7: Pharmakokinetik des freien DOX mit Hyperthermie bei dem

Patienten #1V.

Die AUCo.135 betrug ohne eine Hyperthermie median 44,09 pg/ml*min (Varianz

32,94 pg/ml*min bis 74,65 pg/ml*min) und mit einer Hyperthermie median

52,19 pg/ml*min (Varianz 37,82 pg/ml*min bis 93,71 pg/ml*min).
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Abbildung 8: Pharmakokinetik von freiem DOX bei allen Patienten ohne RHT.
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Abbildung 9: Pharmakokinetik von freiem DOX bei allen Patienten mit RHT.

8. DOX-Konzentration im Tumorgewebe von

Therapiegruppe 11

Bei der Therapiegruppe II wurde die DOX-Konzentration im Tumorgewebe nach
der Anwendung von freiem DOX oder DPPG2-TSL-DOX bei jeweils drei Patienten
mit einer simultanen RHT bestimmt. Es zeigte sich eine 3,4-fach hohere
Anreicherung von DOX im Tumorgewebe bei der Applikation von DPPG,-TSL-
DOX im Vergleich zu freiem DOX (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 10: DOX-Konzentration im Tumorgewebe von DPPG>-TSL-DOX
(blau) und freiem DOX (rot) im Vergleich.
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Freies DOX DPPG,-TSL-DOX
Cpox im S.D. (ng/mg) | Anreicherungsfaktor | Cpox im S.D.
Tumor (TSL/freies DOX) Tumor (ng/mg)
(ng/mg) (ng/mg)
0,47 0,15 3,4 1,59 0,12

Tabelle 1: Bestimmung der DOX-Konzentration im Tumorgewebe bei der
Applikation von freiem DOX und DPPG>-TSL-DOX mit einer simultanen RHT.

9. Weiterfilhrende  Therapie nach  Abschluss der
Behandlungszyklen
9.1. Therapiegruppe I

Bei vier (# 1, II, IV, V) der fiinf Studienpatienten wurde der Tumor chirurgisch
entfernt. Der neue Primédrtumor oder die Satellitenmetastase bei dem Patienten # V
wurde ebenfalls reseziert. Die histologische Untersuchung ergab hierbei ein
Fibrosarkom. Im Anschluss erhielten die Patienten # I, # Il und # IV eine definitive
Strahlentherapie in 15 Sitzungen zu je 2,5 Gy. Bei dem Patienten # V, der zum Ende
der Therapie eine Satellitenmetastase oder neuen Primértumor aufwies, wurde eine
palliative Strahlentherapie in fiinf Sitzungen zu je sechs Gray durchgefiihrt. Patient
# 111 erhielt aufgrund der Detektion von Lungenmetastasen weder eine chirurgische
Resektion noch eine anschlieBende Strahlentherapie. Eine Zusammenfassung zu
der weiterfilhrenden Therapie befindet im Anhang XI, Kapitel 4, Tabelle 6,
Seite 97.

9.2. Therapiegruppe 11

Bei allen Patienten (# VI, VII, VIII, IX, X, XI) wurde der Tumor direkt nach
Abschluss der Therapie chirurgisch entfernt. AnschlieSend erhielten fiinf von sechs
Patienten (# VI, VIL, IX, X, XI) eine definitive Strahlentherapie in 15 Sitzungen zu
je 2,5 Gy. Bei dem Rezidiv (# VIII) wurde ein palliatives Protokoll in fiinf
Sitzungen zu je sechs Gray gewéhlt, da der Primértumor zuvor bereits mit einem
definitiven Protokoll bestrahlt wurde. Eine Zusammenfassung zu der
weiterfiihrenden Therapie befindet sich im Anhang XI, Kapitel 4, Tabelle 7,
Seite 98.
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10. Follow-up der Therapiegruppe I

Patient # I entwickelte vier Monate nach der definitiven Strahlentherapie eine
Umfangsvermehrung an der linken Thoraxwand, im Axillarbereich, aulerhalb des
Strahlenfeldes. Die zytologische Untersuchung ergab den Verdacht auf ein
Fibrosarkom. Eine weiterfithrende Diagnostik und Behandlung wurden von dem
Besitzer nicht gewlinscht. Zehn Tage nach der zytologischen Diagnosestellung der
Umfangsvermehrung im Axillarbereich ist Patient # I aufgrund einer unbekannten
akuten Atemnot auf dem Weg in eine Tierklinik verstorben. Bei diesem Patienten
wurden im Rahmen der chirurgischen Fibrosarkom-Entfernung fiinf Rippen
reseziert. Ein Trauma der Lunge konnte seitens des Besitzers nicht ausgeschlossen
werden. Eine Progression des Tumorrezidivs sowie spite Nebenwirkungen in Form
einer Fibrose des Lungengewebes infolge der definitiven Strahlentherapie konnen
auch als mogliche Ursachen in Betracht gezogen werden. Eine pathologische
Untersuchung post mortem erfolgte nicht. Patient # II zeigte sechs Monate nach der
definitiven Strahlentherapie eine Paraplegie und wurde von dem Haustierarzt
aufgrund eines Aorten-Thrombus euthanasiert. Zuvor wurde dieser Patient mit
einer Uveitis vorstellig, die mit Prednisolon lokal und systemisch sowie einem
Antibiotikum behandelt wurde. Eine postmortale Untersuchung wurde nicht
durchgefiihrt. Es gab bis zu diesem Zeitpunkt keinen Hinweis auf ein Rezidiv.
Dieser Patient zeigte auBerdem bei der Eingangsuntersuchung eine noduldre
Verschattung in den Rontgenbildern der Lunge. Diese Verschattung wurde
wihrend und nach der Therapie kontrolliert und zeigte keine Verdnderung. Eine
Probenentnahme zum Ausschluss einer Metastase erfolgte nicht. Patient # III
verstarb 1,5 Monate nach der dritten PET-MRT-Untersuchung. Bei diesem
Patienten wurden in der letzten Bildgebung und dem Re-Staging Lungenmetastasen
detektiert, weshalb keine chirurgische Exzision des Tumors und keine
anschlieBende  Strahlentherapie erfolgten. Der Besitzer hatte weitere
Kontrolltermine zur Uberwachung des Allgemeinzustandes des Patienten
abgelehnt. Bei dem Patienten # IV bestand 21 Monate nach der chirurgischen
Exzision und der anschlieBenden definitiven Strahlentherapie kein Hinweis auf ein
Rezidiv. Sechs Monate nach der definitiven Strahlentherapie wurde eine Ataxie bei
dem Patienten # IV festgestellt, die sich iiber die Zeit nicht verschlechtert hat und
den Patienten in seinem Allgemeinbefinden nicht beeintrichtigte. Da die

Strahlentherapie im Riickenmarksbereich erfolgte, ist diese Nebenwirkung als
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wahrscheinliche Spéatfolge der Strahlentherapie anzusehen. Vier Monate nach der
palliativen Strahlentherapie zeigte Patient # V bei dem regulidren Kontrolltermin
eine Umfangsvermehrung im Bereich der rechten Kniefalte, am kaudalen Nahtende
des Operationsfeldes des Fibrosarkoms. Die zytologische Untersuchung ergab ein
Sarkom. Im weiteren Verlauf zeigte der Patient eine deutlich reduzierte
Futteraufnahme, weshalb weitere Untersuchungen durchgefiihrt wurden. In dem
Rontgen der Lunge in drei Ebenen war eine weichteildichte Verschattung mit einem
Durchmesser von einem Zentimeter zu beobachten. Eine Lungenmetastase konnte
nicht ausgeschlossen werden. Patient # V wurde von dem praktizierenden Tierarzt
aufgrund der Anorexie und dem damit verbundenen Gewichtsverlust sowie
aufgrund einer Verschlechterung des Allgemeinbefindens sechs Monate nach der

palliativen Strahlentherapie euthanasiert.
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V. DISKUSSION

Durchfiihrbarkeit

Die Anwendung einer Kombinationstherapie aus der Applikation von sowohl
freiem DOX und einer simultanen RHT als auch thermosensitivem liposomalen
DOX (DPPG:-TSL-DOX) mit einer simultanen RHT bei Katzen mit felinen
Fibrosarkomen war gut ausfiihrbar. Dies zeigten bereits vorangegangene Studien
(ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015). In der vorliegenden Studie wurden
nur Patienten mit Tumoren eingeschlossen, deren Grofe eine vollstindige
Ankopplung des Applikators des Hyperthermie-Gerdtes ermdglichten, wodurch
eine homogenere Tumorerwarmung im Vergleich zu der Studie von Zimmermann
und Troedson erzielt werden kann. In diesen Studien passte der Tumor bei einigen
Patienten aufgrund der GroBe nicht vollstindig unter den Applikator, was eine
Limitation darstellte (ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015). Bei
Zimmermann et al. wurde eine ausgedehnte Nekrose in dem Tumorbereich
beobachtet, der sich in der Nahe des Applikators befand. Auf der
gegeniiberliegenden Seite, die am weitesten von dem Applikator entfernt lag,
verblieben vitale Spindelzellen, was auf eine unzureichende Erwidrmung hinwies
und mit der Eindringtiefe des Applikators korrelierte (ZIMMERMANN et al.
2017). Da die Therapieoptionen fiir inoperable feline Fibrosarkome limitiert sind
und diese durchaus ein groes Tumorvolumen haben konnen, wiren Applikatoren

in verschiedenen Grofen sinnvoll, um eine homogene Erwédrmung zu erzielen.

In der aktuellen Studie wurden Temperaturen fiir Too in dem Bereich von 41,4 °C
bis 41,8 °C erreicht und fiir Tso von 41,7 °C bis 42,0 °C (Ubersicht Anhang XI,
Kapitel 6, Abbildung 13 und Abbildung 14, Seite 101 bis 102). Eine Temperatur
bei der DPPG2-TSL-DOX eine optimale wirmeinduzierte Freisetzung von DOX in
vitro (HOSSANN et al. 2012) und in vivo (WILLERDING et al. 2016) zeigt. Bei
den drei Studienpatienten, die DPPG-TSL-DOX erhielten, war somit eine
Freisetzung des DOX aus den TSL in dem Tumor gegeben. Die in der vorliegenden
Studie aufgezeichneten einzelnen Temperaturen der intratumoralen Sonde, die
wéhrend der 60-miniitigen Hyperthermie-Sitzung aufgezeichnet wurden und in der
Ubersicht im Anhang XI, Kapitel 6, Abbildung 13 und Abbildung 14, Seite 101

bis 102, zu finden sind, sprechen fiir eine gute Qualitidt der durchgefiihrten
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Hyperthermie-Behandlung (OLESON et al. 1993, BRUGGMOSER et al. 2012).
Tumorgewebe ist jedoch sehr heterogen. Es gibt Unterschiede in der Warmeleitung
und Tumorperfusion, wodurch davon ausgegangen werden muss, dass bei der
Verwendung einer zentralen intratumoralen Temperaturmesssonde die entlang des
Sonden-Kanals erhobenen Daten nicht fiir den gesamten Tumor sprechen
(LANDON et al. 2011). Unter Verwendung mehrerer intratumoraler
Temperaturmesssonden konnte die Beurteilung der Wéarmeverteilung im gesamten
Tumor verbessert werden. FEine gute Methode stellt die nicht invasive
Temperaturmessung mittels MRT dar. Sie ermoglicht eine priazise Beurteilung der
Wirmeverteilung in dem gesamten Tumorvolumen. Hierzu wurden bereits MRT-
Hyperthermie-Hybridsysteme entwickelt (BAUR et al. 2003). Diese MRT-
Temperaturkontrolle ~ wird unter anderem bei MRT/HIFU-Systemen
(Magnetresonanz-gesteuerter hochintensiver fokussierter Ultraschall) eingesetzt
und kann als nichtinvasives Hyperthermie-Gerit zur lokalen Erwérmung von vor
allem tiefliegendem Gewebe genutzt werden (SEBEKE et al. 2021, SEBEKE et al.
2022). Eine begleitende MRT-Messung konnte auch mit einer simultanen Gabe von
in TSL eingeschlossenen MRT-Kontrastmitteln zur Visualisierung der
intratumoralen DOX-Verteilung im Sinne einer Chemodosimetrie eingesetzt

werden (PELLER et al. 2016).

Svstemische Toxizitit

Es wurden milde bis moderate systemische Nebenwirkungen mit Ausnahme von
dem Patienten # III und # IV, die einen Gewichtsverlust Grad III zeigten,
festgestellt, die nicht alle unmittelbar mit der Therapie mit freiem DOX assoziiert

werden konnten.

Bei der Mehrheit der Patienten aus Therapiegruppe I konnte eine Erniedrigung der
Himatokrit- und Hdmoglobinwerte in Form einer milden regenerativen, aber auch
mikrozytdren aregenerativen Anidmie (Grad I - II) beobachtet werden. Auch in
Therapiegruppe I war dies zu beobachten. Ein beginnender Abfall der Himatokrit-
und Hamoglobinwerte konnte bereits nach den Voruntersuchungen und bei der
ersten Narkose fiir die Bildgebung (MRT, PET-MRT, CT) festgestellt werden.
Aufgrund der Heinz-Body-Anédmie, die das Anésthetikum Propofol bewirken kann,
wurde fiir die Einleitung der Narkosen fiir die einzelnen Therapiesitzungen in dieser
Studie das Anisthetikum Alfaxalon verwendet. Es wurden jedoch keine

Untersuchungen ausgewertet, um Nebenwirkungen wie eine Heinz-Body-Andmie
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bei Alfaxalon zu detektieren. Die Lebensdauer von Erythrozyten bei der Katze
betrigt etwa 90 Tage, weshalb ein Abfall der Erythrozyten als myelosuppressiver
Effekt des freien DOX nicht so friih zu erwarten ist. Bei keinem der Patienten gab
es einen Hinweis auf eine Blutung oder Himolyse. Ein Eisenmangel durch die
chronische Erkrankung kann einen weiteren Faktor darstellen. Durch die vielen
Blutprobenentnahmen im Rahmen der pharmakokinetischen Messungen in
Therapiegruppe I kann ein iatrogener Abfall der Himatokrit- und Himoglobinwerte
als Ursache in Betracht gezogen werden sowie die radikale chirurgische Exzision
des Tumors in Therapiegruppe II direkt im Anschluss an die Therapie. Keiner der
Patienten aus Therapiegruppe I und II zeigte klinische Symptome infolge der
Anidmie. Bei der Abschlussuntersuchung von Therapiegruppe I befand sich bei drei
Patienten (# I, II, V) der Hamatokritwert wieder im Referenzbereich. Bei dem
Patienten # IV stieg bei weiteren Kontrollen der Hématokritwert bis knapp
unterhalb des Referenzbereiches an. Weitere Blutbildkontrollen bei dem Patienten
# 11 wurden von dem Haustierarzt nicht libermittelt. In der Therapiegruppe II
bestand in der ultrasonographischen Untersuchung (# VI) und CT-Untersuchung
(# XI) bei zwei Patienten der Verdacht auf eine Nephropathie. Es wurde zu einer
Abklarung geraten. Patient # VI zeigte bereits vor der einmaligen Therapiesitzung
einen Abfall des Hamatokritwertes. Eine Beteiligung einer moglichen
Nephropathie am Hématokrit-Abfall kann nicht ausgeschlossen werden. Patient
# VI, bei dem eine moderate Andmie (Grad II) festgestellt wurde, zeigte in einer
weiteren Kontrolle einen Anstieg des Hamatokrit- und Himoglobinwertes, jedoch

lagen beide Werte weiterhin unterhalb des Referenzbereiches.

Eine Leukopenie wurde bei drei Patienten (# III Grad I, # IV Grad I - I, # V Grad
I) aus der Therapiegruppe I beobachtet und war bei den Patienten # III und # V
einmalig unter Therapie zu verzeichnen. Die neutrophilen Granulozyten waren bei
dem Patienten # V hierbei ebenfalls erniedrigt (Grad I) und ein weiteres Mal unter
der Therapie bei einer Gesamtleukozytenzahl im unteren Referenzbereich. Patient
# III und # IV zeigten die Leukopenie bereits vor Therapiebeginn. Bei dem
Patienten # III befanden sich bei der einmaligen Leukopenie wéhrend der Therapie
die neutrophilen Granulozyten im unteren Referenzbereich. Patient # IV zeigte
wihrend der Therapie mehrmals eine Leukopenie Grad I und eine Leukopenie Grad
II nach der vierten und sechsten Therapiesitzung. Die neutrophilen Granulozyten

befanden sich entweder im unteren Referenzbereich oder es lag eine Neutropenie
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Grad 1 vor. Zudem entwickelte sich ab der vierten Sitzung eine moderate
Lymphopenie. Eine prophylaktische Antibiotikagabe war nicht notwendig, da die
neutrophilen Granulozyten zu keinem Zeitpunkt so stark abgefallen sind, dass eine
Sepsis-Gefahr bestand. Auch eine Dosisreduktion des DOX war nicht notwendig.
Bei dem Patienten # III wurde aufgrund der Detektion einer Hyperthyreose in der
Voruntersuchung eine Therapie mit Vidalta® (Intervet Deutschland GmbH, ein
Unternehmen der MSD Tiergesundheit, UnterschleiBheim, Deutschland) gestartet.
Der Patient zeigte eine Leukopenie als Nebenwirkung auf das Medikament, womit
sich die erniedrigte Gesamtleukozytenzahl vor dem Therapiebeginn erkléren lésst.
Das Medikament musste abgesetzt werden. Bei den beiden Patienten (# III, V), die
einmalig eine Leukopenie unter der Therapie mit einer Erniedrigung der
neutrophilen Granulozyten in den unteren Referenzbereich (# I11) und unterhalb des
Referenzbereiches (# V, Grad 1) zeigten, normalisierten sich die Werte bei der
nichsten Kontrolle. Patient # IV zeigte bereits vor dem Therapiebeginn zu der PET-
MRT-Untersuchung eine Leukopenie (Grad I) mit einer Neutropenie Grad I und
nach der zweiten Sitzung bei den weiteren Therapien eine Neutropenie Grad I sowie
zweimalig eine Leukopenie Grad II. Bei der Eingangsuntersuchung fiir die
Studienaufnahme lag eine Thrombozytopenie Grad I vor, die anderen
Untersuchungen waren unauffillig. Auch in weiteren Untersuchungen nach
Abschluss der Therapie konnte die Leukopenie und Neutropenie beobachtet
werden. Eine zusitzliche Myelosuppression durch freies DOX wéhrend der
Therapie kann nicht ausgeschlossen werden, da unter Therapie auch eine
Lymphopenie und Thrombozytopenie ermittelt werden konnte. Der Patient # IX aus
der Therapiegruppe II zeigte nach der einmaligen Therapie eine Leukopenie
(Grand I) mit einem Abfall der neutrophilen Granulozyten in den unteren
Referenzbereich. Dies war bereits bei der Voruntersuchung zu beobachten. Nach
13 Tagen waren diese Auffalligkeiten nicht mehr nachzuvollziehen und traten bei
der Kontrolluntersuchung nach der einmaligen Therapie wieder auf. Eine milde
Thrombozytopenie wurde ebenfalls dokumentiert. Weitere Blutbildkontrollen

wurden von dem Haustierarzt nicht iibermittelt.

Der Patient # I zeigte wihrend und auch schon vor der Therapie intermittierend eine
Leukozytose. Die eosinophilen Granulozyten waren kontinuierlich erhoht und
intermittierend die Monozyten. Eine Neutrophilie wurde nicht beobachtet. Die

Kotuntersuchung vor Beginn der Therapie war unauffillig. Der Patient wurde zuvor
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auch von dem Besitzer entwurmt. Wéhrend der Therapie entwickelten sich Krusten
und Exkoriationen an den Pinnae sowie eine Erosion mit Krusten am rechten Ohr-
Grund begleitet von Juckreiz, die der Patient jedes Jahr im Sommer zeigt. Nach
einer dermatologischen Behandlung heilten die Verdanderungen ab, der Juckreiz
blieb intermittieren bestehen und es kam nach der fiinften Sitzung zu einem
erneuten Auftreten der dermatologischen Symptome. Zudem sind unter den
dermatologischen Therapien die eosinophilen Granulozyten etwas abgesunken,
befanden sich aber noch oberhalb des Referenzbereiches. Das jéhrliche Auftreten
der dermatologischen Verdnderungen zur gleichen Jahreszeit lassen eine Allergie,
insbesondere eine Umweltallergie, vermuten. Die Allergie kann ursdchlich sein fiir
die Eosinophilie. Bei dem Patienten # II wurde eine Leukozytose mit einer
Eosinophilie und Monozytose wihrend der Therapie sowie bei der
Abschlussuntersuchung eine Leukozytose mit einer Neutrophilie ohne
Linksverschiebung beobachtet. Eine Erhohung der Gesamtleukozytenzahl kann
auch bei starker Aufregung und Stress beobachtet werden. Hierbei kénnen die
neutrophilen Granulozyten im Referenzbereich liegen oder ohne eine
Linksverschiebung erhoht sein. Der Patient # XI aus der Therapiegruppe II zeigte

ebenfalls eine Leukozytose ohne eine Neutrophilie.

Eine Thrombozytopenie wurde bei zwei Patienten (# III und IV) aus der
Therapiegruppe I dokumentiert. Bei dem Patienten # III lag die Thrombozytopenie
bereits vor der Therapie vor und trat intermittierend auf. Bei dem Patienten # IV
war die Thrombozytopenie nach der zweiten Therapiesitzung bis zur fiinften
Therapiesitzung zu beobachten. Ein Messfehler konnte in Betracht gezogen
werden, da Katzenblut zu Verklumpungen neigt und Thrombozyten-Aggregate
gebildet werden konnen. Der Patient # IV zeigte eine Thrombozytopenie mit
Aggregatbildung bereits vor der Therapie. Bei dem Patienten # III konnte auch eine
paraneoplastische Thrombozytopenie in Betracht gezogen werden. Sie geht mit
einer Progression des Tumors einher, was bei diesem Patienten zusammen mit einer
Metastasierung in die Lunge vorlag, jedoch liegt die paraneoplastische
Thrombozytopenie iiber einen ldngeren Zeitraum vor, hier war die
Thrombozytopenie intermittierend zu beobachten. Der Patient # IV zeigte {iber
einen ldngeren Zeitraum eine Thrombozytopenie, jedoch lag eine stabile
Erkrankung und keine Progression des Tumors vor. Eine Myelosuppression des

freien DOX kann nicht ausgeschlossen werden, da sich die Thrombozytopenie bis
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zur fiinften Therapiesitzung von Grad I auf Grad II verstirkte und dariiber hinaus
weiterhin  Thrombozyten-Werte {iberwiegend im unteren Referenzbereich
dokumentiert wurden. Ebenfalls bei dem Patienten # IX aus der Therapiegruppe 11
wurde eine Thrombozytopenie bei Vorhandensein von Thrombozyten-Aggregaten
festgestellt, die fiir eine Verklumpung des Katzenblutes sprachen, womit das
Vorliegen einer falsch niedrigen Thrombozytenzahl in Betracht gezogen werden
kann. Beobachtungen, wie eine Blutung oder disseminierte intravasale Gerinnung,

konnten bei den Tieren nicht gemacht werden.

Im Serumprofil des Patienten # IV zeigte sich intermittierend ein erniedrigter
Harnstoffwert. Dieser Patient entwickelte gastrointestinale Symptome unter
Therapie und zeigte einen Gewichtsverlust Grad III. Bei fehlendem Appetit und
einer somit geringeren Proteinaufnahme kann der Harnstoffwert erniedrigt sein.
Der Patient # V zeigte hingegen einmalig bei der Abschlussuntersuchung eine
Erhohung des Harnstoffes. Zu dem Zeitpunkt der Blutentnahme war der Patient
nicht niichtern, was ursdchlich fiir einen erh6hten Harnstoff sein kann.
Ultrasonographisch waren die Nieren bei beiden Patienten unauffillig und das
Kreatinin im Referenzbereich. Bei dem Patienten # V wurde zudem bei der
Abschlussuntersuchung Eiweil im Urin festgestellt. Das Protein/Kreatinin-
Verhiltnis befand sich im Referenzbereich. Weitere Urinuntersuchungen wurden

von dem Haustierarzt nicht tibermittelt.

Ein Gewichtsverlust konnte bei allen Patienten in beiden Therapiegruppen
beobachtet werden. Mit Ausnahme des Patienten # IX, da hier die Nachkontrolle
beim Haustierarzt erfolgte. Bei sechs Patienten war der Gewichtsverlust mild (# I,
V, VII, VIII, X, XI), bei zwei Patienten moderat (# II, VI) und zwei Patienten
zeigten einen Gewichtsverlust von Grad I (# I, 1V). Die vielen
Therapiesitzungen und héufigen Termine in Therapiegruppe I stellten fiir die
Katzen eine Stresssituation dar, was sich in einer Gewichtsreduktion widerspiegeln
kann. Zudem befanden sich die Patienten # I und # II nicht in ihrer gewohnten
Umgebung. Aufgrund der weiten Anfahrt wurden sie bei Personen in der Nihe fiir
den Zeitraum der Therapien untergebracht. Vorberichtlich war bei dem Patienten
# 1 bekannt, dass er jedes Jahr bei warmem Wetter zur Sommerzeit eine reduzierte
Futteraufnahme zeigt. Die Therapiesitzungen fanden bei diesem Patienten in
diesem Zeitraum statt. Auch die einmaligen Therapiesitzungen in der

Therapiegruppe 11 stellten eine Stresssituation fiir die Tiere dar. AuBlerdem wurde
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nach der einmaligen Therapiesitzung eine radikale chirurgische Exzision des
Tumors durchgefiihrt, wodurch es in den ersten Tagen nach der Operation zu einer
verminderten Futteraufnahme kommt. Bei dem Patienten # III wurde im Rahmen
der Voruntersuchung eine Hyperthyreose festgestellt, die sich nicht einstellen lie3.
Es wurden drei Therapieansitze mit Medikamenten und Didtfutter versucht.
Entweder zeigte der Patient Nebenwirkungen auf die medikamentdse Behandlung
mit einem Thyreostatikum oder das Hyperthyreose-Diétfutter wurde aufgrund einer
verminderten Akzeptanz durch den Patienten inkonsequent gefiittert oder es war
dem Besitzer nicht moglich aufgrund einer Hyporexie des Patienten nach der
sechsten Sitzung konsequent einen Betablocker zur Behandlung des
Bluthochdrucks zu verabreichen. Durch die Verabreichung von Mirtazapin
(Mirtazapin Sandoz®, Salutas Pharma GmbH, Barleben, Deutschland) zur
Anregung des Appetits konnte die Futteraufnahme zeitweilig normalisiert werden.
Als mogliche Ursache konnen die Progression der Tumorerkrankung und die
Hyperthyreose in Betracht gezogen werden. Der Gewichtsverlust von 23 %
(Grad III) bis zur sechsten Therapiesitzung, trotz normalem Fressverhalten, kann
eine Folge der Hyperthyreose sein, die aus den oben genannten Griinden nicht
addquat behandelt werden konnte. Gewichtsverlust bei normalem oder
gesteigertem Fressverhalten ist ein hdufiges Symptom einer Hyperthyreose. Auch
eine Hyporexie kann ein Symptom bei Katzen mit einer Hyperthyreose sein. Stress
kann ebenfalls als ein zusédtzlicher Ausloser in Betracht gezogen werden. Nach dem
Absetzen des Mirtazapin und dem Abschluss der Therapien zeigte der Patient
erneut eine anhaltende, geringgradig reduzierte Futteraufnahme. Insgesamt lag
nach Abschluss der Therapie ein Gewichtsverlust von 26 % (Grad III) vor. Bei dem
Patienten # IV erfolgte ein Therapieabbruch wegen einer Abnahme des
Korpergewichts um 24 % (Grad III). Der Patient zeigte gastrointestinale Symptome
nach der vierten Therapiesitzung. Diese beinhalteten eine Hyporexie (Grad I), eine
moderate Ubelkeit mit einer erhdhten Salivation und Erbrechen (Grad I) sowie eine
Diarrhoe Grad I. Es ist nicht auszuschlieBen, dass der verminderte Appetit und die
damit verbundene Reduktion der Futteraufnahme ebenfalls auf Stress, der durch die
regelmifigen Tierarztbesuche und intensiven Therapien entstanden ist,
zuriickzufithren 1ist. Zur Therapie der Hyporexie ist frithzeitig Mirtazapin
(Mirtazapin Sandoz®, Salutas Pharma GmbH, Barleben, Deutschland) verabreicht
worden. Aufgrund einer Unvertrdglichkeit in Form von Erbrechen nach der

Tabletteneingabe, musste das Medikament jedoch abgesetzt werden, weshalb die
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Hyporexie bestehen blieb. Sowohl die Ubelkeit und das Erbrechen als auch die
Kotbeschaffenheit verbesserten sich unter einer Therapie mit Omeprazol (OMEP®
MUT® 10 mg Hexal, Salutas Pharma GmbH, Barleben, Deutschland), Maropitant
(Cerenia®, Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) und einer Diit mit
Schonkost (Royal Canin® Sensitivity Control Huhn, Royal Canin Tiernahrung
GmbH & Co. KG, Koéln, Deutschland). Im weiteren Verlauf entwickelte sich eine
Anorexie Grad I. Aufgrund des Gewichtsverlustes von 24 % wurde die Therapie
bei diesem Patienten abgebrochen. Eine Woche nach dem Abbruch der Therapie
waren die oben genannten Symptome nicht mehr zu beobachten, weshalb eine
gastrointestinale Toxizitét des freien DOX als Ursache in Betracht gezogen werden

kann.

Der Patient # I zeigte nach der dritten Therapiesitzung einen Ausfall der Sinushaare.
Dies ist als Nebenwirkung von freiem DOX beschrieben und kann als solche

angesehen werden.

Die Applikation der thermosensitiven Liposomen bei drei Patienten (# IX, X, XI)
aus der Therapiegruppe II wurde gut vertragen. Eine Primedikation mit

Kortikosteroiden und Antihistaminika erfolgte nicht.

Pharmakokinetik und gemessene DOX-Konzentration im Tumor

Freies DOX hat ein hohes Verteilungsvolumen, wodurch es sich schnell aus dem
Plasma in das Gewebe umverteilt und deswegen schnell aus dem Plasma eliminiert
wird (WANG et al. 2006). Dies zeigt sich in einem logarithmisch-linearen Abfall
der DOX-Plasmakonzentration. Hierdurch entsteht eine niedrige Halbwertszeit tq,
eine hohe Rate der Clearance und eine niedrige Fliche der AUC. Durch die
entstehende erniedrigte DOX-Konzentration im Plasma diffundiert das DOX
entlang seines Konzentrationsgradienten vom Gewebe zuriick ins Plasma. Es
erfolgt erneut die Elimination aus dem Blutplasma, ausgedriickt iiber die

Eliminationshalbwertszeit tg, die anndhernd linear verlauft (ALLEN 2007).

Die hochste DOX-Konzentration wurde zum Zeitpunkt 15 Minuten gemessen, nach

Beendigung der DOX-Infusion.

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Pharmakokinetik-Parameter fiir DOX
nach Gabe von freiem Wirkstoff ohne Hyperthermie ergaben eine mittlere

Halbwertszeit von 4,92 Minuten, eine mittlere (theoretische) maximale
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Plasmakonzentration nach Ende der Infusion von 8,98 % und eine mittlere
AUCo. 135 von 48,17 pg/ml*min, was fiir die oben diskutierte rasche Umverteilung
des Wirkstoffes spricht. Dies bestétigt sich, wenn die Pharmakokinetik-Parameter
flir DOX mit denen nach Gabe von DPPG>-TSL-DOX ohne Hyperthermie
verglichen werden (TROEDSON 2015). Bei diesen Patienten waren diese um 13,8-
fach, 7,8-fach und 28,4-fach hoher als bei freiem DOX (HOSSANN et al. 2021).

Liposomales DOX ist hauptsachlich auf das Blutplasma beschriankt, was einem Ein-
Kompartiment-Modell entspricht, und diffundiert aufgrund der Grofe des
Liposoms nur eingeschrinkt in andere Gewebekomponenten, wie beispielweise
soliden Tumoren, die eine erhohte GefaBpermeabilitit aufweisen. In einem
Riickenhautkammermodell der Ratte zeigte sich bei fluoreszenzmarkierten DPPG2-
TSL innerhalb von 90 Minuten fast keine Extravasation in den Tumor, die meisten
TSL verblieben intravaskuldr (HOSSANN et al. 2021). Die Elimination iiber die
Zellen des RES iiberwiegt gegeniiber der Verteilung im Gewebe, bis eine Séttigung
erreicht wird (ALLEN 2007). Durch eine PEGylierung der Liposomen kann die
Eliminierung verzdgert werden (PAPAHADJOPOULOS et al. 1991). Die
Elimination und Verteilung des freigesetzten DOX erfolgt gemi3 dem bereits

beschriebenen Zwei-Kompartiment-Modell (ALLEN 2007).

Es ist beschrieben, dass die thermische Verstdrkung von DOX in einer erhdhten
Medikamentenaufnahme sowie einer erhdhten Alkylierung und Hemmung der
Reparatur von letalen und subletalen Schiden, die durch das Medikament induziert
wurden, liegt (ISSELS 2008). Es wurden jedoch keine Gewebeproben bei den
einzelnen Therapiesitzungen zur Evaluierung des Zusammenhanges der
intratumoralen DOX-Konzentration und der verabreichten DOX-Dosierung in
Therapiegruppe I entnommen. Es zeigte sich in vorangegangenen Studien, dass
aufgrund der Heterogenitit der Tumoren eine kleine Menge Tumorgewebe nicht
reprisentativ ist. Auch eine heterogene Verteilung des DOX im Tumorgewebe
muss angenommen werden (ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015). In der
Therapiegruppe II wurden deshalb die Tumoren nach einer einmaligen
Therapiesitzung mit der Applikation von freiem DOX (# VI, VII, VIII) oder
DPPG-TSL-DOX (# IX, X, XI) mit einer simultanen RHT chirurgisch entfernt, um
die DOX-Konzentration im Tumorgewebe zu messen. Es ergab sich ein
Anreicherungsfaktor von 3,4 (DPPG2-TSL-DOX/freies DOX), also eine 3,4-fach

hoher gemessene DOX-Konzentration im Tumorgewebe bei der Anwendung von
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thermosensitivem liposomalen DOX im Vergleich zu freiem DOX. Eine Limitation
hierbei ist jedoch, dass Tumoren sehr heterogen sind und nekrotische Areale
aufweisen konnen. Bei der Bestimmung wurde der gesamte Tumor bearbeitet, auch
mit den nekrotischen Arealen, die je nach Tumor unterschiedlich ausgeprégt sind
und in denen keine Freisetzung des DOX stattfindet. Es handelt sich hierbei um
einen Mittelwert des DOX aus dem gesamten Tumorgewebe. Der tatsdchliche Wert
konnte viel hoher liegen, wenn die nekrotischen Bereiche nicht in die Messung mit
einbezogen werden wiirden. Auflerdem war es nicht mdglich, die Tumoren zu exakt
demselben Zeitpunkt unmittelbar nach der Hyperthermie zu entnehmen. Die Zeiten
variierten zwischen 81 Minuten und 124 Minuten. In einem Rattenmodell lag der
Anreicherungsfaktor von DPPG-TSL bei einer fokussierten Erwdrmung von
Weichteilsarkomen 15-fach hoher. In dieser Studie wurde ebenfalls die gesamte
DOX-Konzentration im Tumor gemessen, auch mit den nekrotischen und
zystischen Anteilen, weshalb die DOX-Konzentration in den vitalen Anteilen sogar
hoher sein konnte. Dieser Effekt wurde bei der visuellen Inspektion bei der
Zerlegung der Tumoren als gering eingestuft, aber eine Histologie lag nicht vor
(WILLERDING et al. 2016). Das Muskelgewebe von gesunden Schweinen wurde
mit milder Hyperthermie in zwei Bereichen therapiert. Die Hyperthermie wurde
10 Minuten und 60 Minuten nach Beginn der Infusion mit DPPG2-TSL-DOX
gestartet und es wurde eine 15-fache und 7-fache Erhéhung der DOX-
Konzentration in den Muskelvolumina im Vergleich zu dem unbehandelten
Gewebe dokumentiert (SEBEKE et al. 2022). In der vorliegenden Studie wurde ein

Anreicherungsfaktor von 3,4 ermittelt, was fiir die Heterogenitit des FISS spricht.

Tumoransprechen der Therapiegruppe I

Vorangegangene Studien zeigten bereits, dass ein Ansprechen auf eine Therapie
mit freiem DOX bei lediglich 50 % voriibergehend zu beobachten ist. In dieser
Studie zeigten drei Patienten eine progressive Erkrankung (# 1 187,18 %, # II
55,61 %, # 111 67,43 %). Bei dem Pateinten # [ wurde ein Austritt von serdser bis
gallertiger Fliissigkeit bei der Implantation der Temperaturmesssonde beobachtet,
die fiir eine Nekrose sprechen konnte. Nekrotische Areale konnen infolge der
Therapie oder einer Tumorprogression entstehen. Die Patienten # II, # Il und # IV
zeigten ebenfalls einen Fliissigkeitsaustritt bei der Implantation der
Temperaturmesssonde. Bei dem Patienten # II handelte es sich um ein Rezidiv.

Rezidive zeigen charakteristisch ein aggressiveres Wachstum als Primdrtumoren.



V. Diskussion 65

Bei dem Patienten # III mit einem Priméirtumor wurden bei der abschlieBenden
Bildgebung (PET-MRT) noduldre Verdnderungen in der Lunge detektiert, die nicht
beprobt wurden, aber Radiopharmakon anreicherten. Dies sprach fiir eine
Lungenmetastasierung, weshalb von einer weiteren Therapie in Form einer
Tumorresektion mit einer anschlieBenden Strahlentherapie abgeraten wurde. Bei
einem Patienten (# IV) lag eine stabile Erkrankung mit einer Volumenreduktion
von 26,81 % vor. Aufgrund eines Gewichtsverlustes von 24 %, bedingt durch die
Therapie, musste die Behandlung vor der letzten Therapiesitzung abgebrochen
werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei einem Fortfiihren der
Therapie eine weitere Volumenreduktion stattgefunden hétte, um eine partielle

Remission zu erreichen.

Bei dem Patienten # V war ein Volumenriickgang des Tumors um 51,82 % zu
beobachten, was fiir eine partielle Remission sprechen wiirde, jedoch entwickelte
dieser Patient einen tastbaren Ausldufer innerhalb des Therapiefeldes nach der
dritten Therapiesitzung sowie eine zweite Umfangsvermehrung in der Nihe des
Tumors, im Randbereich des Therapiefeldes. Wie bereits beschrieben, gibt es intra-
und intertumorale Heterogenititen in der Warmeleistung und Perfusion, wodurch
davon ausgegangen werden muss, dass bei der Verwendung einer zentralen
intratumoralen Temperaturmesssonde die entlang des Sonden-Kanals erhobenen
Daten nicht repréisentativ fiir den gesamten Tumor sind (LANDON et al. 2011).
Dies gilt vor allem fiir die Peripherie. Eine Satellitenmetastase oder ein neuer
Primédrtumor kann vorgelegen haben. Die neue Umfangsvermehrung wurde nicht
beprobt. Es kann aufgrund der beweglichen Haut von Katzen nicht gidnzlich
ausgeschlossen werden, dass es bei der Legung der intratumoralen
Temperaturmesssonde zu einer Implantation von Tumorzellen gekommen ist. Bei
diesem Patienten wurde auBlerdem in der letzten PET-MRT- Untersuchung eine
weitere Radiopharmakon-anreichernde Umfangsvermehrung in der Kniefalte, im
Bereich des Nahtendes der vorangegangen Fibrosarkom-Entfernung, detektiert. Es
handelt sich bei diesem Patienten bereits um ein Rezidiv. Dieser Befund sprach
auch fiir eine Satellitenmetastase oder einen neuen Primédrtumor. Die
Umfangsvermehrung wurde bei der chirurgischen Resektion ebenfalls entfernt und
pathohistologisch untersucht. Es handelte sich um ein Fibrosarkom. Im Rahmen des
Follow-up wurde bei dem Patienten eine noduldre Verschattung in der Lunge

festgestellt, bei der eine Lungenmetastase nicht ausgeschlossen werden konnte.
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Vergleichend mit der Studie von Troedson, bei der unter Verwendung von DPPG3-
TSL- DOX in einer Dosierung von 1,0 mg/kg in Kombination mit einer simultanen
RHT in den manuellen Handmessungen eine partielle Remission bei allen Patienten
in dieser Dosierungsgruppe dokumentiert wurde, zeigte sich in der vorliegenden
Studie mit drei Progressionen (# I, II, III), einer stabilen Erkrankungen (# IV) und
einer partiellen Remission (# V) des mit freiem DOX und einer simultanen RHT
therapierten = Tumors, ein  schlechteres = Tumoransprechen.  Aufgrund
schwerwiegender Nebenwirkungen durch das freie DOX in der aktuellen Studie
musste bei einem Patienten (# IV) die Therapie abgebrochen werden. In der
vorangegangen Studie wurden die systemischen Nebenwirkungen als geringer im

Vergleich zu einer Standardtherapie mit DOX eingestuft (TROEDSON 2015).
Limitationen

Eine Beurteilung des therapeutischen Effektes ist in dieser Studie kritisch
anzusehen, da die Ermittlung der Tumorvolumina mittels manueller
Handmessungen erfolgte, die von Therapiezyklus zu Therapiezyklus miteinander
verglichen wurden. Um Messungenauigkeiten bei den Handmessungen zu
minimieren, da bei verschiedenen Personen unterschiedliche Messergebnisse
erlangt werden, wurden diese, insofern es moglich war, von der gleichen Person
durchgefiihrt. Die Beurteilung einer Volumenverinderung vor allem in der Tiefe
kann auch zu groBeren Ungenauigkeiten fithren, wenn keine genaue Abgrenzung
zu dem umgebenden Gewebe vorliegt. Bei einer Bildgebung in Form einer CT- und
MRT-Untersuchung insbesondere einer PET-MRT-Untersuchung konnen
zusétzliche Daten wie Diffusion und Perfusion des Tumors erfasst und das
metabolische Ansprechen beurteilt werden. Bei einer Zunahme der nekrotischen
Areale, die in einer Bildgebung detektiert werden konnen, kann sich die Grof3e des
Tumors dndern, was zu einer Fehlinterpretation bei der manuellen Handmessung
fiihren kann. Zudem ist dies ein aussagekriftiger Parameter zur Beurteilung des

Tumoransprechens (BAUR et al. 2003).

Neben der Behandlung von Primédrtumoren wurden auch Rezidive in die Studie
eingeschlossen, die ein aggressiveres Verhalten als Primartumoren zeigen, was sich
auch hier widerspiegelt. Bei einem Rezidiv (# II) war eine Progression zu
verzeichnen und bei dem anderen Rezidiv (# V) entwickelten sich unter der

Therapie weitere Umfangsvermehrungen.
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Aufgrund der geringen Anzahl der Patienten fiir beide Therapiegruppen konnte
keine statistische Analyse durchgefiihrt werden. In der Therapiegruppe II wurden
drei Patienten mit freiem DOX und simultaner RHT sowie drei Patienten mit
DPPG,-TSL-DOX und simultaner RHT therapiert, um die DOX-Konzentration im
Tumorgewebe zu messen. Willerding et al. untersuchten in einer dhnlichen Studie
verschiedene =~ Hyperthermie-Methoden  auf  die =~ Wirksamkeit  der
Medikamentenabgabe unter Verwendung von DPPG»-TSL als Wirkstofftrager mit
eingekapselten DOX bei Ratten mit experimentellen Tumoren und verwendeten

drei Tiere fiir jede Untergruppe (WILLERDING et al. 2016).
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Studie wurde die Pharmakokinetik, der therapeutische Effekt und die
Toxizitét sowie Durchfiihrbarkeit einer neoadjuvanten Therapie mit freiem DOX
und einer simultanen RHT bei inoperablen felinen Fibrosarkomen evaluiert und die
Ergebnisse mit vorangegangenen Studien, die eine neoadjuvante Therapie mit
DPPG»-TSL-DOX in Kombination mit einer simultanen RHT bei Fibrosarkomen
der Katze durchfiihrten, verglichen (ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015).
Zudem wurde in der vorliegenden Studie erstmals beim Fibrosarkom der Katze die
Anreicherung von DOX im Tumor bei der Anwendung von DPPG>-TSL-DOX im

Vergleich zu freiem DOX gemessen.

In der aktuellen Studie zeigte sich, wie auch schon in den vorangegangen Studien
von Zimmermann und Troedson, eine gute Durchfiihrbarkeit der neoadjuvanten
Therapie bei felinen Fibrosarkomen (ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015).
Vergleichend wurden in der aktuellen Studie nur Tumoren eingeschlossen, deren
GroBe eine vollstindige Ankopplung des Applikators des Hyperthermie-Gerétes
ermoglichen. Zu groBe Tumorvolumina, die der Applikator nicht vollstindig
umfassen kann, konnen zu einer inhomogenen Erwdrmung fiihren, was eine
Limitation in beiden vorangegangenen Studien darstellte (ZIMMERMANN 2014,
TROEDSON 2015).

Bei vier Patienten (# 1, II, IV, V) der Therapiegruppe I wurden die Tumoren
chirurgisch entfernt und die Patienten erhielten im Anschluss eine Strahlentherapie
mit einem kurativen Ansatz in drei von vier Féllen (# I, 11, IV). Aufgrund des PET-
MRT-Befundes bei dem Patienten # III, der fiir eine Metastasierung in die Lunge
sprach, wurde von einer Operation und Strahlentherapie abgeraten. Die
Nebenwirkungen der Therapie waren mild bis schwerwiegend. Bei einem Patienten
(# IV) musste die Therapie aufgrund gastrointestinaler Nebenwirkungen des freien
DOX, die mit einem Gewichtsverlust Grad III einhergingen, vorzeitig abgebrochen
werden. Bei diesem Patienten war auch eine Thrombozytopenie Grad II zu
beobachten, die ebenfalls eine Nebenwirkung des freien DOX dargestellt haben
konnte. Drei von fiinf Patienten (# I, I, III) zeigten eine progressive Erkrankung
unter Therapie, bei einem Patienten (# IV) war eine stabile Erkrankung zu

beobachten und ein Patient (# V) zeigte eine partielle Remission des therapierten
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Tumors, jedoch entwickelte dieser Patient einen tastbaren Ausldufer sowie eine
zweite Umfangsvermehrung, die nicht beprobt wurde, am Rande des
Therapiefeldes. Zudem entwickelte der Patient nachweislich ein weiteres Sarkom
aufBBerhalb des Therapiefeldes. Bei diesem Patienten handelte es sich bereits um ein
Rezidiv, das im Rahmen der Studie therapiert wurde. Troedson zeigte vergleichend
zuvor bei der Therapie von Katzen mit DPPG2-TSL-DOX in einer Dosierung von
1,0 mgkg eine Tumorremission bei allen Patienten bei vertretbaren

Nebenwirkungen (TROEDSON 2015).

In der Therapiegruppe II wurden alle Patienten chirurgisch und
strahlentherapeutisch behandelt, da nur eine Therapiesitzung durchgefiihrt wurde
und deshalb nur operable Tumoren in diese Gruppe eingeschlossen wurden. Fiinf
Patienten (# VI, VII, IX, X, XI) erhielten eine Strahlentherapie mit einem kurativen
Ansatz und ein Patient (# VIII) eine palliative Strahlentherapie, da es sich um ein
Rezidiv handelte und die Behandlung des Primértumors bereits mit einer

definitiven Strahlentherapie erfolgte.

Auch in der Pharmakokinetik zeigen sich Unterschiede in der Therapie mit DPPG>-
TSL-DOX und einer simultanen RHT im Vergleich zu der RHT simultan mit einer
Applikation von freiem DOX (TROEDSON 2015). Die DOX-Halbwertszeit ist bei
einer Anwendung von DPPG»-TSL-DOX ohne eine Hyperthermie im Vergleich zu
freiem DOX hoher und die AUC ist bei freiem DOX geringer (TROEDSON 2015,
HOSSANN et al. 2021). In Therapiegruppe II wurde zudem eine 3,4-fach hohere
Konzentration von DOX bei der Anwendung von DPPG2-TSL-DOX im Vergleich
zu freiem DOX im Tumor gemessen. Mit diesem Ergebnis wiirde sich auch erkldren
lassen, warum DPPG:-TSL-DOX bei einer gleichen Dosierung therapeutisch
effektiver ist als freies DOX, da mehr bioverfiigbares DOX im Tumor angereichert
wird. Unter Berlicksichtigung der Heterogenitit dieser Tumoren konnte die
Anreicherung des DOX in den Regionen mit einer GefdBversorgung tatséchlich
noch viel hoher liegen und somit wire auch eine noch hohere Anreicherung von
DOX bei der Verwendung von DPPG,-TSL-DOX im Vergleich zu freiem DOX
moglich. Die Konzentration des DOX wurde in der vorliegenden Studie im
gesamten Tumor gemessen, ohne die nekrotischen Anteile des Tumors zu
berticksichtigen, in denen eine Anreicherung des DOX aufgrund der fehlenden
vaskuldren Versorgung nicht gewihrleistet ist. Es wurde ein Mittelwert des DOX

im gesamten Tumor bestimmt. Eine Evaluierung der DOX-Konzentration von



VI. Zusammenfassung 70

DPPG,-TSL-DOX unter Herausnahme der nekrotischen Anteile wére sinnvoll, um
aussagekriftigere Daten zu erheben. Fiir eine statistische Analyse bedarf es hoherer

Patientenzahlen, was bei weiteren Studien beriicksichtigt werden sollte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die neoadjuvante Therapie mit DPPGo2-
TSL-DOX und einer simultanen RHT als Bestandteil einer multimodalen Therapie
bei inoperablen Fibrosarkomen der Katze eine Uberlegenheit gegeniiber der

Therapie mit freiem DOX und einer simultanen RHT zeigt.
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VII. SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the pharmacokinetics, therapeutic effect,
toxicity and feasibility of neoadjuvant therapy with free DOX and simultaneous
regional hyperthermia for inoperable feline fibrosarcoma and to compare the results
with previous studies that performed neoadjuvant therapy with DPPG2-TSL-DOX
in combination with simultaneous regional hyperthermia for fibrosarcoma in cats
(ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015). In addition, the present study
measured the accumulation of DOX in the tumor when using DPPG»-TSL-DOX

compared to free DOX in cat fibrosarcoma for the first time.

Like the previous studies by Zimmermann and Troedson, this study showed a good
feasibility of neoadjuvant therapy for feline fibrosarcoma (ZIMMERMANN 2014,
TROEDSON 2015). For the purposes of comparison, only tumors were included
here that were large enough to allow complete coupling of the applicator of the
hyperthermia device. Tumors that are too large for the applicator to fully encompass
can lead to inhomogeneous heating, which was a limitation in both previous studies

(ZIMMERMANN 2014, TROEDSON 2015).

In four patients (#I, II, IV, V) of treatment group I, the tumors were surgically
removed and the patients then received radiation therapy in a curative intent in three
out of four cases (# I, II, IV). Based on the patient’s (# III) PET-MRI findings,
which indicated a metastasis in the lung, surgery and radiotherapy was not
recommended. The side effects of treatment were mild to severe. In one patient
(# IV), treatment had to be discontinued due to gastrointestinal side effects of free
DOX, which were associated with a weight loss grade III. This patient also had
grade II thrombocytopenia, which could also have represented a side effect of free
DOX. Three out of five patients (# I, 1I, III) showed a tumor progression under
treatment, one patient (# IV) a stable disease and one patient (# V) a partial
remission of the treated tumor. However, this patient (# V) developed a palpable
extension and a second enlargement at the edge of the treatment field. In addition,
the patient developed another sarcoma outside the treatment area. This patient was
already suffering from a relapse, which was treated as part of this study. Troedson
showed previously in the treatment of cats with DPPG,-TSL-DOX at a dosage of

1.0 mg/kg, a tumor remission in all patients with acceptable side effects
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(TROEDSON 2015).

In treatment group II, all patients were treated with surgery and radiation therapy,
because only one treatment session was carried out and therefore only operable
tumors were included in this group. Five patients (# VI, VII, IX, X, XI) received
radiation therapy with a curative intent and one patient (# VIII) a palliative radiation
therapy, because it was a recurrence and the primary tumor had already been treated

with radiation therapy with a curative intent.

Pharmacokinetic differences were also observed between treatment with DPPG>-
TSL-DOX and simultaneous regional hyperthermia compared to regional
hyperthermia with simultaneous application of free DOX (TROEDSON 2015).
DOX half-life is higher when DPPG2-TSL-DOX is used without hyperthermia in
comparison to free DOX and the AUC is lower when using free DOX (TROEDSON
2015, HOSSANN et al. 2021). In treatment group II, a 3.4-fold higher concentration
of DOX was also measured in the tumor when DPPG>-TSL-DOX was used
compared to free DOX. This result would also explain why DPPG>-TSL-DOX is
therapeutically more effective than free DOX in the same dosage, because more
bioavailable DOX is accumulated in the tumor. Considering the heterogeneity of
these tumors, the accumulation of DOX in areas with vascularization could in fact
be much higher and thus a higher accumulation of DOX would also be possible
when using DPPG,-TSL-DOX in comparison to free DOX. In the present study,
the concentration was measured in the whole tumor without considering the
necrotic areas in the tumors in which accumulation is not guaranteed due to the lack
of vascularization. The mean value of DOX in the entire tumor was determined. An
evaluation of the DOX concentration of DPPG,-TSL-DOX and free DOX by
removing the necrotic portions would be useful to obtain more meaningful data. For
a statistical analysis, a higher number of patients is required, which should be

considered in further studies.

In summary, it can be said that neoadjuvant treatment with DPPG2-TSL-DOX and
simultaneous regional hyperthermia as part of a multimodal treatment for
inoperable fibrosarcoma in cats showed a superiority over the treatment with free

DOX and simultaneous regional hyperthermia.
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XIL. ANHANG

1. Studienprotokoll
1.1. Tabelle 2: Studienprotokoll Therapiegruppe [
Eingangs- Tag0 Tag Tagl4 Tag Tag28 Tag Tagd42 Tag Tag56 Tag Tag70 Tag Tag 84 Tag 91
Us Zyklus 7 Zyklus 2 Zyklus 3 ZyKklus 49 ZyKklus 63 ZyKklus 77 Zyklus | Abschluss-
A B C D E F G US
q.q X X X X X X X X X X X X X X X
Klinische
Allgemeinuntersuchung
X X X X X X X X X X X X X X X
Tumorausmessung
(Caliper)
PET-MRT* X X X
Labor (Blutbild mit X X X X X X X X X X X X X X X
Differenzierung,
Serumprofil mit
Elektrolyten)
Herzultraschall X X

*: Patient # I erhielt ausschlielich MRT- anstatt PET-MRT-Untersuchungen.
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Tumor-Staging
(Thorax-Rontgen,
Abdomen-
Ultraschall)

RHT (60 min)

Applikation freies
DOX

Blutentnahme fiir
Pharmakokinetik

Eingangs- Tag0 Tag7 Tagl4 Tag Tag28 Tag Tagd42 Tag TagS6 Tag Tag70 Tag Tag84 Tag 91

Us Zyklus ZyKklus 2 Zyklus 35 ZyKklus 49 ZyKklus 63 Zyklus 77 ZyKklus Abschluss-
A B C D E F G UsS
X X
X X X X X X
X X X X X X X
X X
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1.2. Tabelle 3: Studienprotokoll Therapiegruppe I1

Eingangs-US Einmalige Therapie = Abschluss-US

Tag 0 Tag 7
Klinische X X X
Allgemeinuntersuchung
Tumorausmessung (Caliper) X X
T X
Labor (Blutbild mit X X X
Differenzierung, Serumprofil
mit Elektrolyten)
n X
Tumor-Staging (Thorax-
Rontgen, Abdomen-
Ultraschall)
RHT (60 min) X
o . X
Applikation freies DOX/
DPPG:-TSL-DOX*
X

Blutentnahme fiir
Pharmakokinetik

*: Patient # VI, # VII und # VIII erhielten freies DOX und Patient # IX, # X und # XI DPPG,-TSL-DOX.
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2. Tumorcharakteristika und Tumoransprechen der Therapiegruppe I

Tabelle 4: Tumorcharakteristika und Tumoransprechen der Therapiegruppe [

Patient # Tumorlokalisation = Tumorstatus Tumorvolumen Tumorvolumen Tumorvolumen Tumorvolumen Anderung des Behandlungseffekt

vor Therapie Median vor Durchschnitt nach Therapie = Tumorvolumens
(cm?) Therapie (cm?) vor Therapie (cm?) (%)
(cm?)
I Linke Thoraxwand Primértumor 8,11 13,48 16,65 23,29 +187,18 Progressive
Erkrankung
I Linke Bauchwand 1. Rezidiv 13,81 21,49 +55,61 Progressive
Erkrankung
I Auf der Primértumor 13,48 22,57 +67,43 Progressive
Brustwirbelsiule Erkrankung
v Interskapulér Primértumor 40,17 29,4 -26,81 Stabile Erkrankung
v Rechte Bauchwand 1. Rezidiv 7,7 3,71 -51,82 Partielle
Remission*

*: Patient # V entwickelte nach der letzten Therapiesitzung eine zweite Umfangsvermehrung in der rechten Kniefalte auBerhalb des Therapiefeldes, die ebenfalls chirurgisch
entfernt und strahlentherapeutisch behandelt wurde.
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3. Tumorcharakteristika der Therapiegruppe 11

Tabelle 5: Tumorcharakteristika der Therapiegruppe Il

Patient #

VI

VII

VIII

IX

XI

Tumorlokalisation

Linke dorsale

Bauchwand

Brustwirbelsédule im
Bereich 4. bis 6.

Brustwirbel
Rechte Thoraxwand

Linke dorsale

Bauchwand

Rechte dorsale

Bauchwand

Linke rippengestiitzte

Bauchwand

Tumorstatus

Primértumor

Primértumor

1. Rezidiv

Primértumor

Primértumor

Primértumor

Tumorvolumen Tumorvolumen Tumorvolumen
vor Therapie (cm®)  Median (cm?) Durchschnitt
(cm?)
11,67 9,30 8,95

10,92

7,67

5,81

6,27

11,36
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4. Weiterfiihrende Therapie

4.1. Tabelle 6: Weiterfiihrende Therapie der Therapiegruppe I

Patient # Chirurgische Definitive Palliative
Exzision Strahlentherapie = Strahlentherapie
| X X _
I X X _
I+ - - -
v X X _
v X _ X

*: Patient # Il entwickelte unter Therapie Metastasen in der Lunge, weshalb keine chirurgische Exzision und anschlieBende Strahlentherapie erfolgten.
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4.2. Tabelle 7: Weiterfiihrende Therapie der Therapiegruppe I1

Patient # Chirurgische Exzision Definitive Palliative
Strahlentherapie Strahlentherapie
VI X X _
VII X X -
VIII X - X
IX X X _
X X X _

XI -
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5. DPPG:-TSL-DOX-Chargen

5.1. Abbildung 11: Charge [26/24D]

AG Liposomen
Medizinische Klinik Il

Analysenzertifikat

Stand:  29. Juni 2015

Chargennummer [26/24D]

Formulierung DPPC/DSPC/DPPG2 50/20/30 {mol/mol)

Einschluss Aktive Beladung mit Doxorubicin (ohne Saulenchromatographie)

Mpitter (9/mol) 770,78

Extrusion (nm) 200 Lagerung (°C) -20

Methode Parameter Einheit Spezifikation Ergebnis  Bewertung

Phosphatbestimmung Phospholipidgehalt mM =8 45,1

Fluoreszenzspektroskopie: Doxorubicingehalt mM =12 5

Doxorubicinbestimmung mg/ml =1 2,90
Wirkstoff/Lipid molimol  0,09-0,17 0,11

Dinnschichtchromatographie DPPG2 % 21,8-38,2 29,6 +
Lyso-PC % =31 0.8 +
Lyso-PG2 % =05 n.b.

Dynamische Lichtstreuung z-Average nm 122 - 186 131 +
Aggregate (Intensitatsprofil) keine keine +
PDI <017 0,114 +
(-Potential mV -21,3 bis -29,3 -27,.3 +

Differential Scanning Calorimetry T, °C 415-43 n.b.

Fluoreszenzspekiroskopie DOX-Freisetzung 1h, 37°C, FCS % =127 -1,1 +
DOX-Freisetzung 1h, 42°C, FCS % 2791 95,1 +
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5.2. Abbildung 12: Charge 30-29D

AG Liposomen

Medizinische Klinik Il

Analysenzertifikat

Stand: 7. Juni 2016

Chargennummer 30-29D

Formulierung DPPC/DSPC/DPPG2 50/20/30 (mol/mol)

Einschluss Aktive Beladung mit Doxorubicin (ohne S&ulenchromatographie)

Mpitrer (@/mol) 770,78

Extrusion (nm) 200 Lagerung (°C) -20

Methode Parameter Einheit Spezifikation Ergebnis  Bewertung

Phosphatbestimmung Phospholipidgehalt mM =8 50,2

Fluoreszenzspektroskopie: Doxorubicingehalt mM =12 5,21

Doxorubicinbestimmung mg/ml =1 3,02
Wirkstoff/Lipid mol/mol  0,09-0,17 0,10

Dinnschichtchromatographie DPPG2 % 21,8-38,2 32,7 o
Lyso-PC % =31 0 +
Lyso-PG2 % <05 n.b.

Dynamische Lichtstreuung z-Average nm 122 - 186 158 +
Aggregate (Intensitatsprofil) keine keine +
PDI <017 0,123 +
{-Potential mV -21.,3 bis -29,3 -26,3 +

Differential Scanning Calorimetry T, °C 415-43 n.b.

Fluoreszenzspektroskopie DOX-Freisetzung 1h, 37°C, FCS % <127 11,5 +
DOX-Freisetzung 1h, 42°C, FCS % =791 94,3 +
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6. Daten zur Hyperthermie

6.1. Abbildung 13: Hyperthermie-Daten Therapiegruppe 1

Zusammenfassung
Zyklus B Zyklus C Zyklus D Zyklus E Zyklus F Zyklus G
CEM43°C CEM43°C CEM43°C CEM43°C CEM43°C CEM43°C| Mittel
Anzahl der Zyklen 5 5 5 5 5 4| /Stabw
Therapiewerte
Mean Total CEM43°C(Summe, ohne Aufheizphase) 12,7 16,5 13,7 13,9 13,7 11,3 79,5
Median 12,9 14,1 14,0 13,7 13,6 13,8 81,8
Stdabw 0,4 5,0 1,0 0,6 0,7 4,8 4,8
Mean Mittel 41,8 41,9 41,8 41,9 41,9 41,7 41,8
Stdabw 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,5 0,1
Mean T90 41,6 41,6 41,4 41,8 41,8 41,6 41,6
Stdabw 0,3 0,5 0,7 0,1 0,0 0,5 0,4
Mean T50 (MEDIAN) 41,9 41,9 41,9 41,9 41,9 41,7 41,9
Stdabw 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,5 0,0
Mean Tmax 42,6 43,4 42,8 42,5 42,6 42,2 43,7
Stdabw 0,3 1,6 0,4 0,3 0,1 0,5 1,5
Mean Tmin 40,7 40,4 40,7 41,0 40,8 40,9 39,5
Stdabw [ 1.2 [ 1.4 [ 0,9 0,7 [ 0,6 [ 0,7 1,0
Mean Anzahl Messpunkte 60,0 60,0 60,0 60,0 60,0 48,0
Stdabw 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 24,0
Aufheizphase
Mean Dauer Aufheizen 8,4 5,8 6,3 5,8 53 4,7
Median 8,0 5,0 5,5 6,0 5,5 5,0
Stdabw 2,7 1,3 1,6 1,1 0,8 0,5
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6.2. Abbildung 14: Hyperthermie-Daten Therapiegruppe 11
Number of
Thermal Temperature
Dose Temperature Measurments
T50
Total MeanT T90 (MEDIAN) Tmax Tmin Total
Patient CEMA43°C [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] Number > 39°C > 40°C >41°C >42°C > 43°C
VI 13,82 41,9 41,8 42,0 42,6 40,7 60 60 60 56 36 0
vl 14,55 41,9 41,9 41,9 43.5 40,9 60 60 60 58 26 1
IX 13,78 41,9 41,9 41,9 42,2 41,4 60 60 60 60 25 0
VIII 13,81 41,9 41,9 41,9 42,2 41 60 60 60 60 26 0
X 12,36 41,8 41,7 41,9 424 412 60 60 60 60 7 0
XI 13,69 41,9 41,4 41,9 42,8 40,5 60 60 60 56 29 0
Mean 13,7 41,9 41,8 41,9 42,6 41,0 60 60 60 58,3 24,8
Median 13,8 41,9 41,8 41,9 42,5 41,0 60 60 60 59,0 26,0
SD 0,7 0,0 0,2 0,0 0,4 0,3 0 0 0 1,8 8,8
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7. Systemische Toxizitit
7.1. Therapiegruppe I
7.1.1. Erythrozyten
7.1.1.1. Abbildung 15: Himoglobin
Héamoglobin
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7.1.1.2. Abbildung 16: Himatokrit
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7.1.2.  Leukozyten
7.1.2.1. Abbildung 17: Gesamtleukozyten
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7.1.2.2. Abbildung 18: Neutrophile Granulozyten
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7.1.2.3. Abbildung 19: Thrombozyten

Thrombozyten
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7.1.3. Nierenwerte

7.1.3.1. Abbildung 20: Kreatinin

Kreatinin
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7.1.3.2. Abbildung 21: Harnstoff
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7.1.4.  Abbildung 22: Kérpergewicht

Korpergewicht
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7.2. Tabelle 8: Systemische Toxizitit Therapiegruppe 11

Patient # Himoglobin Himatokrit Gesamtleukozyten Neutrophile Granulozyten
(mmol/l) an 10°1) 10°/1)
Vor der Kontrolle 7 Vor der Kontrolle 7 Vor der Kontrolle 7 Vor der Kontrolle 7
Therapie Tage nach Therapie Tage nach Therapie Tage nach Therapie Tage nach
Therapie Therapie Therapie Therapie
VI 6,9 5,0 0,321 0,229 5,58 9,20 4,01 7,21
VII 8,2 6,8 0,378 0,306 13,31 8,83 8,03 5,90
VI 8,6 9,3 0,426 0,446 6,32 8,95 4,04 6,1
IX 8,4 108 g/1* 0,384 0,33* 9,74 5,1* 5,62 3,468*
X 8,4 7,0 0,371 0,307 6,52 5,60 5,16 4,42
X1 8,2 6,3 0,361 0,280 8,20 11,05 5,02 7,69

*: Die Kontrolluntersuchung sieben Tage nach der Behandlung wurde beim Haustierarzt durchgefiihrt.
**: Es wurden Thrombozyten-Aggregate festgestellt. Dies kann moglicherweise zum Vorliegen einer falsch niedrigen Thrombozytenzahl fiihren.
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Patient #

VI

VII

VIII

IX

X

XI

Thrombozyten
10°1)
Vor der Kontrolle 7
Therapie Tage nach
Therapie
253 491
204 404
247 394
247 134%. **
442 468
405 581

Kreatinin
(nmol/1)
Vor der Kontrolle 7
Therapie Tage nach
Therapie
102 111
90 84
115 121
131 136,1*
110 134
123 124

Harnstoff
(mmol/l)
Vor der Kontrolle 7
Therapie Tage nach
Therapie
8,0 5,5
9,5 6,9
9,2 8,4
7,6 8,82%
6,0 5,7
8,9 8,7

*: Die Kontrolluntersuchung sieben Tage nach der Behandlung wurde beim Haustierarzt durchgefiihrt.
**: Es wurden Thrombozyten-Aggregate festgestellt. Dies kann moglicherweise zum Vorliegen einer falsch niedrigen Thrombozytenzahl fiihren.

Korpergewicht
(kg)
Vor der Kontrolle 7
Therapie Tage nach
Therapie
5,51 4,75
3,84 3,81
5,45 5,21
3,93 Daten liegen
nicht vor*
8,63 8,22
2,35 2,18
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