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1 Einleitung

Das feline Fibrosarkom stellt eine der haufigsten Tumorarten bei der Katze dar. Die
Standardtherapie der chirurgischen Entfernung liefert bislang keine zufriedenstellen-
den Ergebnisse, da der Tumor trotz sorgfaltiger Operation in ca. 75 % der Falle rezi-
diviert. Auf der Suche nach alternativen oder adjuvanten Therapieansatzen sieht
man in der Stimulation des koérpereigenen Immunsystems mittels Zytokinen neue
Madglichkeiten. Um einen ausreichend hohen Wirkspiegel der erwlinschten Substanz
am Ort des Geschehens zu erreichen, bedient man sich viraler Vektoren, die als so-
genanntes ,Gentaxi“ die genetische Information zur Produktion von Zytokinen in die
Tumorzellen bringen und dort dann die korpereigene Produktion dieser Zytokine in-

duzieren sollen.

In vorangegangenen Studien von WIELAND (2002) und LUDWIG et al. (2002) hat
sich gezeigt, dass durch eine zusatzlich zur chirurgischen Therapie postoperativ
stattfindende immunstimulierende Gentherapie mit Interleukin-2 (IL-2) und Interfe-
ron y (IFNy) eine héhere Rate nicht rezidivierender Tumoren erzielt werden konnte.
Dabei wurden den erkrankten Katzen postoperativ gentechnisch veranderte humane
adenovirale Vektoren (AdV-hIL-2 und AdV-felFNy) in einer Dosierung von 5x10° IU in
das Tumorbett injiziert. Die Rate der tumorfrei bleibenden Patienten konnte so von
25 % auf 50 % erhoht werden.

Aufgrund dieser durchaus positiven, aber noch nicht zufriedenstellenden Ergebnisse
war es Ziel der hier vorliegenden Studie, durch die Veranderung der Applikationsart
der Vektoren eine Verbesserung der Ergebnisse dieser das korpereigene Immunsys-
tem stimulierenden Therapie zu erreichen. Dazu sollte bei bereits bekannter Wirkung
von IL-2 und IFNy in einer Phase |-Studie die Toxizitat der Zytokine und ihrer Vekto-
ren bei einer veranderten - jetzt praoperativ intratumoral stattfindenden - Art der Ap-
plikation anhand Erfassung klinischer, hamatologischer und klinisch-chemischer Pa-
rameter der so behandelten Katzen ermittelt werden. Ziel der Studie war es, die von
den Patienten maximal tolerierte Dosis herauszufinden, um diese dann in einer

nachfolgenden Phase |I-Studie auf ihre Wirksamkeit prifen zu kénnen.
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2 Literaturtbersicht
2.1 Fibrosarkom

2.1.1 Epidemiologie

2111 Definition

Bei dem felinen Fibrosarkom handelt es sich um einen malignen, umschriebenen
oder infiltrierenden Tumor des kollagenen Gewebes (ORTMANN, 1986). Er besteht
aus unterschiedlich differenzierten Fibroblasten, die Kollagenfasern bilden.

211.2 Vorkommen

Die Tumoren der Haut und der Hautanhangsdrusen stellen mit 16 - 32 % aller felinen
Neoplasien eine grolde Gruppe der Tumoren der Katze dar (MILLER et al., 1991). In
Deutschland findet man das Fibrosarkom mit einem Anteil Gber 40 % an den kutanen
Tumoren der Katze als haufigsten Hauttumor dieser Spezies (ORTMANN, 1986;
STIGLMAIR-HERB, 1987; JORGER, 1988). Das feline Fibrosarkom stellt auRerdem
die zweithaufigste Tumorerkrankung Uberhaupt nach Tumoren des hamatolympho-
poetischen Systems dar (FRESE et al., 1989; BOMHARD, 1996). Bei einer Studie in
Sudafrika traten Hauttumoren im Vergleich zu anderen felinen Neoplasien am hau-
figsten auf (BASTIANELLO, 1983).

2113 Altersverteilung

Fibrosarkome kdnnen bei Katzen aller Altersstufen auftreten. In verschiedenen Stu-
dien wurden Fibrosarkome bei Katzen zwischen einem und 18 Jahren beobachtet,
wobei eine besondere Haufung des Tumors in den Altersgruppen der sechs bis sie-
benjahrigen und der 10 - 11-jahrigen Katzen auftritt (AL-SARRAF, 1998). Das durch-
schnittliche Alter fir das Auftreten eines Fibrosarkoms liegt bei etwa acht Jahren
(ORTMANN, 1986; STIGLMAIR-HERB, 1987; DAVIDSON et al., 1997; AL-SARRAF,
1998).
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Unterscheidet man zwischen vakzineassoziierten und nicht-vakzineassoziierten
Fibrosarkomen, so fallt ein deutlicher Unterschied bei der Altersverteilung auf. Bei
Katzen, die an einem nicht-vakzineassoziierten Fibrosarkom erkranken, liegt das
durchschnittliche Alter bei 10,5 - 11 Jahren. Das vakzineassoziierte Fibrosarkom tritt
frher auf und betrifft Tiere, die durchschnittlich acht Jahre alt sind (HENDRICK et
al., 1994b; DODDY et al., 1996; AL-SARRAF, 1998).

Katzen mit multiplen Fibrosarkomen sind meist deutlich junger als solche mit einem
einzelnen Tumor. Fibrosarkome, die mit dem Felinen Sarkomvirus (FeSV) assoziiert
sind, treten typischerweise bei Katzen auf, die jlinger als vier Jahre sind (BERG-
MANN, 1998; HENDRICK, 1999; KESSLER, 2000). Das durchschnittliche Alter
dieser Katzen liegt bei 3,7 Jahren (STIGLMAIR-HERB und ORTMANN, 1986).

2114 Geschlechtsdisposition

Das Fibrosarkom tritt nicht geschlechtsspezifisch gehauft auf. Zwar konnte in einer
Studie von STIGLMAIR-HERB und ORTMANN (1986) ein Verhaltnis von 1 : 0,75 von
mannlichen zu weiblichen Tieren registriert werden, dieser Unterschied war jedoch

nicht signifikant.

Auch ein vermehrtes Auftreten der Erkrankung bei kastrierten im Vergleich zu un-
kastrierten Tieren konnte nicht beobachtet werden (STIGLMAIR-HERB, 1987; ORT-
MANN, 1986; HENDRICK et al., 1994b; DODDY et al., 1996; DAVIDSON et al.,
1997; AL-SARRAF, 1998).

2.1.1.5 Rassedisposition

Je nach dem Land oder der Region, in der diesbezlgliche Studien durchgefuhrt wer-
den, kdnnen Fibrosarkome bei unterschiedlichen Rassen beobachtet werden. Eine
Haufung bei einer speziellen Rasse tritt jedoch nicht auf (STIGLMAIR-HERB, 1987;
DODDY et al., 1996; AL-SARRAF, 1998).
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2.1.2 Atiologie und Pathogenese

Nach pathogenetischen Gesichtspunkten kann das feline Fibrosarkom in vier

Gruppen eingeteilt werden:

Felines Sarkomvirus (FeSV)-assoziierte Fibrosarkome

Vakzineassoziierte Fibrosarkome

Posttraumatische Fibrosarkome

Fibrosarkome ohne erkennbare Atiologie.

21.2.1 FeSV-assoziierte Fibrosarkome

Die FeSV-assoziierten Fibrosarkome machen mit zwei Prozent nur einen geringen
Anteil aller felinen Fibrosarkome aus (HARDY, 1981; KESSLER, 2000). Das Feline
Sarkomvirus ist ein zusammengesetztes behilltes RNS-Virus aus der Familie der
Retroviridae, Subfamilie Oncornaviridae, Genus Oncovirus.

FeSV entsteht durch Rekombination von Genen des Felinen Leukosevirus (FelLV)
mit Genen der Wirtszellen, sogenannten Protoonkogenen. FeSV ist replikationsde-
fekt und bedarf flr seine Vermehrung der Hilfe von FeLV (LIESS, 1997). Daraus er-
gibt sich, dass alle Katzen mit FeSV-assoziierten Fibrosarkomen auch FelLV-positiv
sind.

Das FeSV-assoziierte Fibrosarkom tritt meist bei jungen Katzen, jinger als vier Jah-
re, auf und liegt dann vorwiegend in der multizentrischen Form vor. Es kdnnen neben
Tumoren der Haut auch Tumoren in inneren Organen auftreten (BERGMANN, 1998).
KIDNEY et al. (2001a) untersuchten bei jeweils 50 Katzen mit vakzineassoziiertem
bzw. nicht-vakzineassoziiertem Fibrosarkom die Konzentration von FelV-
Ribonukleinsaure im Tumor. Die Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Die Beteiligung der FeLV-Replikation oder -Expression an der Patho-
genese des vakzineassoziierten Fibrosarkoms erscheint deshalb unwahrscheinlich.
Bei Untersuchungen zur Beteiligung des Felinen Immundefizienz-Virus (FIV) oder
des Papillomavirus an der Entstehung von Fibrosarkomen konnte in formalin-fixierten
Schnitten DNS dieser Viren nicht nachgewiesen werden (KIDNEY et al., 2000;
2001b).
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2122 Vakzineassoziierte Fibrosarkome

Zwischen 1987 und 1991 konnte in Pennsylvania ein Anstieg der Haufigkeit von
Fibrosarkomen um 61 % beobachtet werden. Die Tumoren traten vermehrt an Loka-
lisationen auf, an denen vorzugsweise geimpft wurde, wobei hauptsachlich Tumoren
in der Interskapularregion, im dorsalen Schulter-, Nacken-, und Rickenbereich, am
dorsolateralen Thorax und an der Flanke beobachtet wurden. Die Haufigkeit von
Fibrosarkomen an Stellen, die nicht typischerweise zur Impfung verwendet wurden,
nahm nicht zu (HENDRICK et al., 1994b).

Dieser Anstieg des Auftretens von Fibrosarkomen an mit Impfungen assoziierten
Kdrperregionen wurde in Zusammenhang gebracht mit dem 1987 in Kraft getretenen
Gesetz zur vorgeschriebenen Tollwutimpfung in Pennsylvania. AuRerdem kamen
dort seit 1985 vermehrt Tollwut- und Leukose-Impfstoffe zum Einsatz, die durch die
Mdglichkeit der subkutanen Verabreichung die vorherrschende intramuskulare Injek-
tion ablosten (KASS et al., 1993; HENDRICK et al., 1994b). Auch ein Zusammen-
hang zwischen der Impfung mit abgetotetem felinem Rhinotracheitis-, Calici- und
Panleukopenie-Virus und der Entstehung von Fibrosarkomen konnte beobachtet
werden (LESTER et al., 1996).

Man nimmt an, dass das zum eigentlichen Impfstoff zugesetzte Adjuvans oder even-
tuell die Antigene selbst zu einer Gewebereizung mit chronischer Entzindung an der
Impfstelle fihren. In den meisten Fallen heilt die Entzindung wieder ab, bei einigen
Katzen kommt es jedoch durch die UberschieRende entzliindliche und/oder immuno-
logische Reaktion am Impfort zu einer unkontrollierten Proliferation von Fibroblasten
und Myofibroblasten und deren Transformation zu einem malignen Tumor
(HENDRICK und GOLDSCHMIDT, 1991; HENDRICK und BROOKS, 1994; MACY
und HENDRICK, 1996; HENDRICK, 1998b; VASCELLARI et al., 2003). Nach der
Impfung konnten haufig palpierbare entzindliche Massen an der Impfstelle ausge-
macht werden (MACY und HENDRICK, 1996; HENDRICK, 1999). Bei einigen Fibro-
sarkomen wurde in den Makrophagen im entzindlichen Fokus grau-braunes Material
gefunden, das elektronenmikroskopisch als Aluminium und Sauerstoff identifiziert
werden konnte. Aluminiumhydroxid und -phosphat sind haufig verwendete Adjuvan-
tien bei Tollwut-Impfstoffen (HENDRICK et al., 1992). Auch nicht-aluminium-

adjuvante Impfstoffe werden jedoch mit der Bildung von Fibrosarkomen in Verbin-

5
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dung gebracht (KASS et al., 1993). Auch Injektionen mit Praparaten wie Dexametha-
son, Amoxicillin, Methyl-Prednisolonacetat oder Langzeit-Flohmittel konnen bei Kat-
zen lrritationen im subkutanen Gewebe hervorrufen und stellen somit ebenso ein
Risikopotential fur die Entstehung von Fibrosarkomen dar (HORZINEK, 2001; KASS
et al., 2003).

Bei der Untersuchung von Umfangsvermehrungen, die in einem Zeitraum von zwei
Wochen bis zwei Monaten nach einer Injektion mit Impfstoff gegen Tollwut- oder
Rhinotracheitis-, Calici- und Panleukopenie-Virus auftraten, konnte eine fokale nekro-
tisierende granulomatése Panniculitis festgestellt werden (HENDRICK und
DUNGAN, 1991). Bisher wurde angenommen, dass das Phanomen der Bildung von
Fibrosarkomen an Impfstellen nur bei der Katze auftritt (DODDY et al., 1996). In ei-
ner neueren Studie von VASCELLARI et al. (2003) wurden Fibrosarkome an Injek-
tionsstellen und Nicht-Injektionsstellen bei Hunden mit impfassoziierten Fibrosarko-
men von Katzen verglichen. Es stellte sich heraus, dass das Auftreten von Fibrosar-
komen nach Injektionen sowohl bei der Katze als auch beim Hund zu beobachten ist.
Bei dem Vergleich von caninen und felinen postvakzinellen Fibrosarkomen konnten
bei beiden die Proliferation von mesenchymalen neoplastischen Zellen, nekrotische
Bereiche und eine deutliche Lymphozyten-Aggregation um den Tumor beobachtet
werden. Ebenfalls konnten in den Tumoren beider Tierarten Zellen mit myo-
fibroblastischem Phanotyp und Aluminiumeinlagerungen nachgewiesen werden. Bei
caninen Fibrosarkomen konnten an Nicht-Vakzinationsstellen kein Aluminium und
keine myofibroblastischen Zellen gefunden werden und auch eine Ansammlung von

Lymphozyten in der Peripherie des Tumors liel3 sich nur sehr selten beobachten.

Auch bei Frettchen wird vom Auftreten von Fibrosarkomen an fur Impfungen haufig
verwendeten Stellen berichtet (MUNDAY et al., 2003). Bei einem Vergleich von Kat-
zen mit Frettchen und Nerzen, die jeweils mit einem Tollwut- oder Leukose-Impfstoff
geimpft wurden, konnten bei allen Spezies Reaktionen an der Impfstelle beobachtet
werden. Bei den Katzen fanden sich an der Impfstelle wesentlich mehr Lymphozyten-
Infiltrate als bei Frettchen und Nerzen. Das konnte ein Anhaltspunkt fur die erhohte
Disposition von Katzen sein, an vakzineassoziierten Fibrosarkomen zu erkranken
(CARROLL et al., 2002).
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Die Haufigkeit des Auftretens von Fibrosarkomen nach einer Impfung wird mit 1 pro
1000 Impfungen bis zu 1 pro 10000 Impfungen angegeben (KASS et al., 1993;
LESTER et al., 1996; AL SARRAF, 1998; COUTO und MACY, 1998; HENDRICK,
1999; MACY und COUTO, 2001).

In einer Studie, bei der mit Hilfe des Internets Informationen von praktischen Tierarz-
ten gesammelt und dann ausgewertet wurden, ergab sich eine Inzidenz des Fibro-
sarkoms von 0,63 pro 10000 Impfungen und ein Vorkommen von postvakzinellen
Reaktionen von 11,8 pro 10000 Impfungen. Allerdings wurde in dieser Studie nicht
die Mdglichkeit der Kumulation mehrerer Impfungen bertcksichtigt, so dass das Er-
gebnis wohl kritisch zu bewerten ist (GOBAR und KASS, 2002). Eine aktuelle retro-
spektive Analyse von Daten zu Nebenwirkungen von Impfstoffen in Grol3britannien
ergab ein Vorkommen von 0,021 Fallen von Fibrosarkomen pro 10000 Dosen zwi-
schen 1995 und 1999 verkaufter Katzenimpfstoffe (GASKELL et al., 2002).

Die Anzahl der Injektionen pro Impfstelle wird als entscheidend erachtet hinsichtlich
des Risikos der Fibrosarkombildung. So steigt das Risiko der Katze, ein Fibrosarkom
zu bekommen, nach einer Impfung um 50 % gegenuber nicht-geimpften Katzen an.
Nach zwei Impfungen an derselben Stelle erhoht sich das Risiko sogar auf 125 %,
nach drei oder mehr Impfungen an derselben Stelle sogar auf 175 % (KASS et al.,
1993; ESPLIN et al., 1993).

Die Bildung von Fibrosarkomen nach Impfungen konnte in einem Zeitraum von drei
Monaten bis drei Jahren beobachtet werden (HENDRICK et al., 1992; LESTER et al.,
1996; DODDY et al., 1996).

2123 Posttraumatische Fibrosarkome

Verletzungen, Irritationen und Entzundungen werden als Ursache fur eine posttrau-
matische Tumorentwicklung in Betracht gezogen (MACY und HENDRICK, 1996). Bei
der Katze kdnnen selten intraokkulare Fibrosarkome beobachtet werden, denen hau-
fig ein Trauma oder eine starke Uveitis vorausgegangen ist (DUBIELZIG et al.,
1990). Auch Sarkome nach persistierenden Verletzungen wurden registriert (DODDY
et al., 1996).
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21.24 Fibrosarkome unbekannter Atiologie

Fibrosarkome, deren Genese nicht auf virale, posttraumatische oder impfassoziierte
Ursachen zurlckzuflhren ist, treten relativ selten auf. Ein Anteil von 20 % der Fibro-
sarkome konnte in einer retrospektiven Studie dieser Gruppe zugeordnet werden
(ORTMANN, 1986). In der Regel sind altere Tiere betroffen. Die Lokalisation dieser

Tumoren befindet sich meist an Kopf, Hals oder distalen Gliedmalen.

21.2.5 Zytogenetische und molekulare Genese

Eine gangige Theorie zur Entstehung von vakzineassoziierten Fibrosarkomen liegt in
der UberschielRenden entzindlichen Reaktion an der Impfstelle, verursacht durch die
Prasenz der Impfstoffkomponenten, die im Weiteren zu einer unkontrollierten Prolife-

ration von Fibroblasten und Myofibroblasten flhrt.

Auf molekularer Ebene kénnen flur die Entstehung von Fibrosarkomen Veranderun-
gen in der Expression von Wachstumsfaktoren und Protoonkogenen verantwortlich
gemacht werden. So fand HENDRICK (1998a) in vakzineassoziierten Fibrosarkomen
der Katze sowohl eine Uberexpression des Protoonkogens c-jun als auch des
Wachstumsfaktors Platelate-Derived-Growth-Factor (PDGF). Auch KATAYAMA et al.
(2004) konnten den Nachweis erbringen, dass PDGF und dessen Rezeptor eine Rol-
le beim Wachstum von vakzine-assoziiereten Fibrosarkomen spielt. Im xenograften
Mausmodell konnte hier das Wachstum von Fibrosarkomen anhand der Hemmung
von PDGF und dessen Rezeptor durch den Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib ge-
hemmt werden. Wachstumsfaktoren sind essentiell fir die Regulation der zellularen
Mechanismen der Wundheilung und fir die Bildung von Granulationsgewebe. Man
nimmt an, dass Lymphozyten in vakzineassoziierten Lasionen PDGF sekretieren um
Makrophagen anzulocken und die Fibroblastenproliferation zu stimulieren. So konn-
ten bei vakzineassoziierten Fibrosarkomen PDGF und seine Rezeptoren nachgewie-
sen werden, nicht jedoch bei nicht-vakzineassoziierten Fibrosarkomen. Auch der
Nachweis von c-jun, das fur ein Transkriptionsprotein kodiert und mit der zellularen
Proliferation und Onkogenese verknupft ist, fiel in den vakzineassoziierten Fibrosar-
komen positiv aus. In nicht-vakzineassoziierten Fibrosarkomen konnte die Expressi-

on von c-jun nicht nachgewiesen werden (HENDRICK 1998a).
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Von besonderem Interesse bei der molekularen Genese des felinen Fibrosarkoms
sind Mutationen des Tumorsuppressorgens p53. Es ist das wichtigste Tumor-
suppressorgen und arretiert im Falle einer Desoxyribonukleinsaure(DNS)-
Schadigung den Zellzyklus am Ubergang von der G1- in die S-Phase. P53 kann in
allen normalen Zellen nachgewiesen werden. Im Fall einer DNS-Schadigung steigt
die Konzentration innerhalb weniger Stunden an und fuhrt entweder zur Arretierung
des Zellzyklus und Reparatur der DNS oder bei irreparablen Zellschaden oder dau-
erhafter Onkogenaktivierung zur Apoptose der Zelle (RESCH, 1999). Fehlt p53 oder
weist Mutationen auf, die zu einer Funktionseinschrankung fihren, kdnnen sich die
Zellen mit der geschadigten DNS vermehren und unter Umstanden zu einem malig-

nen Tumor fiihren.

Im Vergleich zum Menschen konnten bei der Katze bisher nur sehr wenige Mutatio-
nen von p53 mit der moglichen Beteiligung an einer Tumorentstehung in Verbindung
gebracht werden. So konnte bei der Untersuchung von 59 felinen Fibrosarkomen in
drei Tumoren eine Mutation des p53-Gens nachgewiesen werden. Die Mutationen
betrafen die Exons 5 und 7, nie jedoch die Promoterregion oder das Exon 1 (MAYR
et al., 1995, 1998, 2000a, 2000c). RESCH (1999) konnte bei der Untersuchung von
22 Fibrosarkomen keine Punktmutation des p53-Gens feststellen. Die Wahrschein-
lichkeit der pathophysiologischen Beteiligung von p53 an der Entstehung des Fibro-
sarkoms ist nach Ansicht dieser Autoren eher gering. SCHNEIDER-STOCK et al.
(1997) und NAMBIAR et al. (2000) konnten bei funf von 21 vakzineassoziierten
Fibrosarkomen p53-Punktmutationen finden. In 25 von 40 untersuchten Fibrosarko-
men konnte die Expression des p53-Proteins mittels immunhistochemischen Verfah-
ren nachgewiesen werden. Dieser Nachweis macht die Beteiligung des mutierten
p53-Genes an der Pathogenese der vakzine-assoziierten Fibrosarkome nach Mei-
nung von NAMBIAR et al. (2001) sehr wahrscheinlich. Auch NIETO et al. (2003)
konnten in 28 von 41 vakzineassoziierten felinen Fibrosarkomen eine Uberexpres-
son von p53 nachweisen. Es wurde ebenfalls ein Anstieg der Expression des
Fibroblasten-Wachstumsfaktors-b (FGF-b) in 80 % der untersuchten Fibrosarkome
und des Transformations-Wachstumsfaktors-alpha (TGF-alpha) in 86 % der unter-
suchten Fibrosarkome beobachtet. Somit erscheint auch eine Beteiligung dieser
Wachstumsfaktoren bei der Entstehung vakzineassoziierter Fibrosarkome wahr-

scheinlich.
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MAYR et al. (2000b) untersuchten 45 feline Fibrosarkome auf Mutationen des bei
Menschen und Nagern mit dem Metastasierungsverhalten von Tumoren assoziierten
Gen S100. Es konnten bei den untersuchten Fibrosarkomen keine Mutationen an

diesem Gen gefunden werden

Auf der Suche nach dem bisher noch unbekannten spezifischen Antigen fur das feli-
ne Fibrosarkom untersuchten MA et al. (2002) zwei feline Fibrosarkome auf das Vor-
liegen des bekannten spezifischen Tumorantigens von felinen Melanomen (fMAGE).

MA et al. konnten jedoch kein fMAGE in Fibrosarkomen nachweisen.

Auf zytologischer Ebene werden Chromosomenveranderungen fur die Entstehung
des felinen Fibrosarkoms verantwortlich gemacht. Allerdings liegen Untersuchungen
fur die Katze bisher nur in relativ geringer Zahl vor. Es kann sowohl die Gesamtzahl
der Chromosomen als auch deren Grof3e oder Form verandert sein. Bei Verande-
rungen der Gesamtzahl der Chromosomen konnten Hypoploidien, Hyperploidien,
Monosomien, Disomien, Trisomien und Tetrasomien beobachtet werden (KALAT et
al.,, 1991; MAYR et al., 1991, 1994; MASSAUER, 1996; PUSKER, 1997). Auch Ver-
anderungen an der Struktur einzelner Chromosomen in Form von Translokationen
und Deletionen treten auf (MAYR et al., 1991; MASSAUER, 1996; PUSKER, 1997).

2.1.3 Klinisches Bild des Fibrosarkoms

2.1.3.1 Lokalisation

Fibrosarkome finden sich am haufigsten im Bereich der typischen Impflokalisationen,
in der Subkutis des interskapularen Bereichs, am dorsalen und lateralen Thorax, an
den Flanken, im dorsalen Halsbereich und in der Muskulatur der Oberschenkel
(DODDY et al., 1996; HENDRICK, 1999). HENDRICK et al. (1994b) konnten bei 239
untersuchten Katzen mit Fibrosarkomen 76 % der Tumoren an typischen Impflokali-
sationen ausmachen, die restlichen 24 % traten an fur Impfungen untypischen Stel-
len auf. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen in einer Untersuchung von 174 Katzen
mit Fibrosarkomen auch STIGLMAIER-HERB und ORTMANN (1986), die mit einem
Anteil von 58 % mehr als die Halfte aller Fibrosarkome im Rumpfbereich feststellen

konnten.
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Die Fibrosarkome, die nicht mit einer Impfung assoziiert sind, treten vor allem am
Kopf, an den distalen Gliedmalien und am Schwanz auf. Nicht-vakzineassoziierte
Fibrosarkome finden sich zudem signifikant haufiger (p< 0,001) in der Dermis als
vakzineassoziierte Fibrosarkome, die grofitenteils subkutan lokalisiert sind (DODDY
et al.,, 1996). Vor allem bei FeSV-assoziierten Fibrosarkomen treten die Tumoren
meist multipel und Uberall am Koérper auf und lassen sich auch in inneren Organen

finden.

21.3.2 Makroskopische Beschaffenheit

Fibrosarkome sind typischerweise derbe bis derb-elastische oder feste Knoten, die
augenscheinlich gut abgesetzt sind (ORTMANN, 1986; HENDRICK, 1999). Sie kon-
nen auch weich oder zystisch sein. Im Zentrum grof3er Tumoren findet man haufig
flussigkeitsgefullte Bereiche, die aus einer zentralen Nekrose mit anschlieender
Verflussigung dieser Bereiche hervorgehen (COUTO et al., 2002). Die Oberflache
erscheint hockerig, kleinknotig, glatt oder unregelmafRig. Im spateren Stadium des
Tumorwachstums ulzeriert die Oberflache manchmal. Die GrolRe der Tumoren vari-
iert von wenigen Millimetern bis zu 15 cm (STIGLMAIER-HERB, 1987), die meisten
Fibrosarkome sind >4 cm, wenn die Besitzer ihre Katzen dem Tierarzt vorstellen
(HENDRICK, 1999).

Die Schnittflache der Fibrosarkome zeigt eine grau-weil3e, gelegentlich auch braunli-
che Farbe, das Zentrum des Tumors ist haufig nekrotisch. Die Tumoren sind teilwei-
se zystisch, es treten haufig knorpelige, schleimige oder fadenziehende Areale auf
(STIGLMAIER-HERB, 1987; ORTMANN, 1996; HENDRICK, 1999).

2.1.3.3 Wachstumsverhalten

Fibrosarkome erscheinen dem Betrachter meist gut abgesetzt und sind manchmal
von einer Pseudokapsel umgeben, wachsen jedoch infiltrativ und weisen histologisch
meist schlecht definierte Tumorgrenzen auf (HENDRICK und BROCKS, 1994; AL
SARRAF, 1998). Haufig wachst der Tumor invasiv zwischen Faszien ein und er-
schwert so die Entfernung durch den Chirurgen. Tumoren in der Subkutis des Na-
ckens oder Thorax sind nicht selten mit dem Musculus panniculus verwachsen
(HENDRICK und BROOKS, 1994).
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Fibrosarkome kdnnen entsprechend ihrer GréRe und ihrer Ausbreitung in vier ver-
schiedene Tumorstadien eingeteilt werden. Die Tumorgrof3e wird in drei Stufen er-
fasst. Tumoren kleiner als 2 cm entsprechen dem Stadium |, Tumoren zwischen 2
und 3 cm dem Stadium Il und solche groRRer als 3 cm werden dem Stadium Ill zuge-
ordnet. Die Metastasierung in regionare Lymphknoten (NO = regionare Lymphknoten
metastasenfrei, N1 = regionare Lymphknoten befallen) und die Fernmetastasierung
(MO = keine Fernmetastasen, M1 = Vorliegen von Fernmetastasen) werden ebenfalls
erfasst. Tumoren jeder GroRe, bei denen eine Metastasierung in regionare Lymph-
knoten oder Fernmetastasen vorliegen, werden dem Stadium IV zugeordnet
(HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001).

Metastasierung in
regionare

Stadium Tumorgrolie Lymphknoten Fernmetastasen
I <2cm NO MO
Il 2-3 cm NO MO
1] >3 cm NO MO
v alle GroRen N1 M1
Tabelle 1: Stadien des felinen Fibrosarkoms (nach HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001)

NO = regionare Lymphknoten metastasenfrei, N1 = regionare Lymphknoten befal-
len, MO = keine Fernmetastasen, M1 = Vorliegen von Fernmetastasen

2134 Lichtmikroskopische Merkmale

Im histologischen Bild zeigt sich das Fibrosarkom von sehr unterschiedlicher Gestalt.
Fibroblasten und Myofibroblasten dominieren das Bild. Fokal befindet sich haufig ein
nekrotischer Bereich. Makrophagen und vielkernige Riesenzellen kommen vor. Infilt-
rationen inflammatorischer Zellen, gesteigerte mitotische Aktivitat und nuklearer Ple-
omorphismus kénnen beobachtet werden (DODDY et al., 1996; AL SARRAF, 1998;
HENDRICK, 1999; MADEWELL et al., 2001). COUTO et al. (2002) konnten bei 59 %
von 44 vakzineassoziierten Fibrosarkomen Infiltrationen mit T- und B-Lymphozyten
und Makrophagen beobachten. Dabei waren bei 47 % der untersuchten Tumoren
besonders haufig T-Lymphozyten in den Lymphozytenansammlungen um die Fibro-

sarkome zu finden.
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Manchmal findet sich in intratumoralen Makrophagen granuldses oder kristallines
Fremdmaterial, das zum Teil als Aluminium bestimmt werden konnte (DAVIDSON et
al., 1997; HENDRICK, 1999). Das Vohandensein von intrazytoplasmatischem ba-
sophilem granulésem Material konnte auch bei vakzineassoziierten Fibrosarkomen
von Frettchen beobachtet werden (MUNDAY et al., 2003). Fibrosarkome sind in der
Peripherie wesentlich besser vaskularisiert als im Zentrum des Tumors, ein Unter-
schied in der Zellproliferationsrate konnte jedoch zwischen dem zentralen und peri-
pheren Bereich nicht festgestellt werden (MADEWELL et al., 2001; COUTO et al.,
2002).

In einer Studie von VASCELLARI et al. (2003) zum Vergleich von Fibrosarkomen
nach Injektionen bei Hund und Katze wurde ein Grading-Schema verwendet, das auf
der Beurteilung von Tumoren nach drei histologischen Gesichtspunkten beruht. Es
wurden die histologischen Parameter Zelldifferenzierungsgrad, Nekroseausdehnung
und Mitoserate bewertet, wobei jedem der drei Parameter ein Grad | - lll zugeteilt
wurde. Die Gesamtbeurteilung der Malignitat der Neoplasie ergibt sich aus der
Summe der beurteilten Grade der Einzelparameter. Tumoren mit einer Gesamtzahl
von drei oder vier wurden dem Gradinggrad | zugeteilt, solche mit finf oder sechs
dem Gradinggrad Il und die Tumoren mit einer Gesamtzahl von sieben, acht oder

neun dem Grad lll.

Grad 1 Grad 2 Grad 3

. Tumoren mit defi- L
Zelldifferenzierung Sehr gutdiffe- | o iom histologi- | VYenig differen-
renzierter Tumor .. zierter Tumor
schem Phanotyp

1-9 mitotische | 10 - 19 mitotische = 20.0der mehr mi-

Mitoserate Zellenin zehn | Zellen in zehn 400x  On>on'® Zellen in
400x Feldern Feldern
dern
Gesamtflache der Gesamtflache
Tabelle 2: Grading von Fibrosarkomen nach histologischen Gesichtspunkten, Beurteilung der

Einzelparameter Zelldifferenzierung, Mitoserate und Nekroseausdehnung
(nach VASCELLARI et al., 2003)
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2.1.4 Differentialdiagnosen

Als Differentialdiagnosen fur das feline Fibrosarkom kdnnen Tumoren genannt wer-
den, die an gleichen Lokalisationen vorkommen und/oder histologisch ahnliche
Merkmale wie Fibrosarkome aufweisen. Hierbei kommen das maligne fibrose Histio-
zytom, Osteosarkom, Chondrosarkom, Rhabdomyosarkom, Myxosarkom und Lipo-
sarkom in Frage (HARTMANN, 1997; HENDRICK, 1999).

2.1.5 Therapie

2.1.5.1 Chirurgische Therapie

Die chirurgische Therapie als gangige Standardtherapie wird von HIRSCHBERGER
und KESSLER (2001) als einzig kuratives Therapieverfahren erachtet. Die chirurgi-
sche Therapie ist jedoch haufig alleine nicht ausreichend kurativ und sollte von Che-
mo- oder Strahlentherapie begleitet werden (HERSHEY et al., 2000). Eine aggressi-
ve Entfernung des Tumors ist anzustreben, wobei auf ausreichend weite Schnittlinien
ins gesunde Gewebe hinein geachtet werden sollte. Eine Resektion des gesunden
Gewebes 3 -5 cm um den Tumor sollte angestrebt werden (AL SARRAF, 1998;
KESSLER, 2000).

Bei Lokalisation des Tumors an der lateralen Brustwand empfiehlt KESSLER (2000)
eine groRraumige Resektion des Tumors inklusive des Rippenbogens, wobei die Ent-
fernung von bis zu neun Rippen von den Katzen gut toleriert wird. Bei der radikalen
Resektion der lateralen Brustwand mit Rekonstruktion des Defektes durch ein Po-
lypropylen-Netz konnten sehr gute Erfolge erzielt werden. Keine von sechs so be-
handelten Katzen entwickelte in einem Nachuntersuchungszeitraum von durch-
schnittlich 17,2 Monaten ein Rezidiv im Bereich der Operationsstelle (LIDBETTER et
al., 2002). Bei Tumoren im Zwischenschulterbereich sollte auf eine ausreichend tiefe
Entfernung geachtet werden. Hierbei empfiehlt sich die En-bloc-Resektion des Tu-
mors in Verbindung mit bedeckender Haut, Muskulatur und Faszie. Bei sehr tiefrei-
chenden Fibrosarkomen kénnen auch Teile der Processus spinosi der Ruckenwirbel
oder Anteile der Schulterblatter mit entfernt werden (AL SARRAF, 1998; KESSLER,
2000).

14



Literaturubersicht

Durch eine aggressive chirurgische Therapie konnte von einigen Autoren verglichen
mit einer konservativen chirurgischen Entfernung des Tumors eine langere Remissi-
ons- und Uberlebenszeit beobachtet werden (DAVIDSON et al., 1997; HERSHEY et
al., 2000). Bei einer Studie von DAVIDSON et al. (1997) ergaben sich fir Katzen,
denen ein Fibrosarkom komplett entfernt wurde eine Uberlebenszeit von 400 Tagen
im Vergleich zu 241 Tagen bei Katzen mit einer nicht vollstandigen Entfernung des
Tumors. Der Unterschied der Uberlebenszeit zwischen diesen beiden Gruppen war
signifikant (p = 0,008). HERSHEY et al. (2000) konnten in einer retrospektiven Studie
an 61 Katzen durch einen radikalen chirurgischen Eingriff eine mittlere rezidivfreie
Zeit von 325 Tagen beobachten, bei einer vorsichtigen Randexzision war die mittlere
rezidivfreie Zeit mit 79 Tagen signifikant (p = 0,007) kurzer. Bei der konservativen
Chirurgie konnte beobachtet werden, dass die Rezidive in immer kiurzeren Abstan-
den auftraten (COUTO et al., 2001).

AL SARRAF (1998) stellte fest, dass bei der radikalen Operation zwar die rezidivfreie
Zeit im Vergleich mit der konservativen Operation verlangert werden konnte, die Tu-
moren traten jedoch dann umso aggressiver wieder auf und breiteten sich entlang
der Faszien und Schnittlinien aus. Bei Tumoren an Gliedmafen sollte nach Moglich-
keit die Amputation der Gliedmalle angestrebt werden, da hier gute Erfolge hinsicht-
lich der rezidivfreien Zeit erzielt werden koénnen (DAVIDSON et al., 1997;
AL SARRAF, 1998; HERSHEY et al., 2000). So fanden HERSHEY et al. (2000) nach
radikaler chirurgischer Therapie fur Tumoren, die an Gliedmalien lokalisiert waren
eine signifikant langere (p = 0,001) rezidivfreie Zeit von 325 Tagen im Vergleich zu

66 Tagen bei Tumoren, die am Korperstamm lokalisiert waren.

2152 Strahlentherapie

Eine Strahlen- oder Radiotherapie kann adjuvant zur chirurgischen Therapie pra-
oder postoperativ durchgefuhrt werden. Es besteht aulerdem die Moglichkeit, inope-
rable Tumoren durch die Radiotherapie der Chirurgie zuganglich zu machen
(STEGER-LIEB et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2002).

AL SARRAF (1998) konnte zwischen pra- und postoperativer Bestrahlung keinen
Unterschied im Erfolg der Therapie erkennen. Postoperativ konnten jedoch haufiger

Nebenwirkungen wie Hautverbrennungen, Hypopigmentation der Haare oder Ne-
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benwirkungen an Lunge oder Nieren beobachtet werden. STEGER-LIEB et al. (2002)
konnten mit der postoperativ durchgefuhrten Radiotherapie gute Erfolge erzielen. Es
wurde fur 18 Katzen mit Fibrosarkom eine mittlere tumorfreie Zeit von 422 Tagen und
eine mittlere Uberlebenszeit von 592 Tagen erreicht. Die Strahlentherapie wurde erst
nach Abschluss der Wundheilung begonnen, um Nebenwirkungen madglichst gering
zu halten. Vermutlich erhéhen sich die Heilungschancen bei der postoperativen Ra-
diotherapie durch die geringere Masse des zu bestrahlenden Gewebes. Grole Tu-
moren sind oft schlecht vaskularisiert und Zellen im Zentrum des Tumors sind haufig
hypoxisch. Diese Zellen sind 2 — 3mal strahlenresistenter als die gut oxygenisierten
Zellen der Peripherie. Somit ist bei praoperativer Bestrahlung die Rezidivgefahr
hoch, da die zentral gelegenen Zellen auch nach der Therapie haufig biologisch aktiv
bleiben. Bei einer geringeren zu bestrahlenden Masse kann zusatzlich die Strahlen-
dosis reduziert und somit die Gefahr von Nebenwirkungen verringert werden.

Je schneller nach der Operation mit der Radiotherapie begonnen wird, desto besser
ist die Prognose hinsichtlich der Uberlebenszeit. Tumoren, die vor der Radiotherapie
bereits mehr als einmal operiert wurden und rezidiviert waren, rezidivierten auch
nach der Strahlentherapie signifikant haufiger (p = 0,01) als solche Tumoren, die vor
der Strahlentherapie erstmals chirurgisch extrahiert wurden (COHEN et al., 2001).
Abweichend von den Ergebnissen der anderen Autoren konnten DAVIDSON et al.
(1997) keine Verlangerung der tumorfreien Zeit feststellen. Bei ihnen ergab sich fur
die Chirurgie mit adjuvanter Radiotherapie verglichen mit alleiniger Chirurgie signifi-
kant kiurzere (p = 0,013) rezidivfreie Zeiten (135 Tage bei Kombination von Strahlen-

therapie und Chirurgie im Vergleich zu 480 Tagen bei alleiniger Chirurgie).

HILLMAN et al. (2004) fihrten eine Radiotherapie renaler Adenokarzinome bei Mau-
sen vor einer intratumoralen Gentherapie mit humanem Interleukin-2 (AdV-IL-2) und
murinem Interferon gamma (AdV-IFNy) durch. Sie konnten durch die vorausgehende
Bestrahlung eine Steigerung der therapeutischen Effizienz der Gentherapie errei-
chen. BREGAZZ| et al. (2001) konnten hinsichtlich rezidivfreier Zeit und mittlerer
Uberlebenszeit keinen Unterschied feststellen zwischen Katzen, die mit einer Kombi-
nation aus Strahlen-, Chemo- und chirurgischer Therapie therapiert wurden und sol-
chen Katzen, die nur mit Strahlen- und chirurgischer Therapie behandelt wurden.
Eine Kombination von praoperativer Strahlentherapie und Chemotherapie erscheint
in einer neueren Studie vielversprechend (KOBAYASHI et al., 2002).
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Bei den Nebenwirkungen der Radiotherapie kann zwischen akuten und chronischen
Strahlenschaden unterschieden werden. Als akute Strahlenschaden konnen Juck-
reiz, mildes Erythem, trockene Desquamation, temporare Dermatitis, Alopezie des
Haarkleides an den bestrahlten Stellen und Hypopigmentation des nachwachsenden
Haarkleides beobachtet werden (AL SARRAF, 1998; STEGER-LIEB et al., 2002). Bei
der postoperativen Radiotherapie treten auch Wundinfektion und Nahtdehiszenz auf
(CRONIN et al., 2001). Chronische Nebenwirkungen wie Schaden am zentralen Ner-
vensystem oder chronische Pneumonie konnten bei keinem Patienten beobachtet

werden.

2.1.5.3 Chemotherapie

Chemotherapie kann sowohl adjuvant zu einer chirurgischen oder Radiotherapie als
auch alleine angewandt werden. Die Chemotherapie alleine bringt jedoch selten gute
Erfolge, kann aber manchmal dazu genutzt werden, nicht operable Tumoren der Chi-
rurgie zuganglich zu machen. BARBER et al. (2000) konnten bei 12 Katzen mit in-
operablem  Fibrosarkom nach kombinierter = Doxorubicin-Cyclophosphamat-
Chemotherapie bei sechs Katzen ein Rickgang des Tumors um 50 % beobachten,
der die Tumoren einem chirurgischen Eingreifen zuganglich machte. Dieser Ruck-
gang war allerdings bei keiner Katze dauerhaft. Die Erkrankung schritt fort und die

mittlere rezidivfreie Zeit lag bei 125 Tagen.

Es werden verschiedene Chemotherapeutika verwendet. Hier sind vor allem Car-
boplatin, Doxorubicin, Vincristin und Cyclophosphamid zu nennen. Carboplatin oder
Doxorubicin als Einzeltherapie kommen ebenso zum Einsatz wie Kombinationsthe-
rapien mit Doxorubicin und Cyclophosphamid (COUTO et al., 2001). Im Vergleich
von Lipsomen-verkapseltem Doxorubicin mit Chirurgie konnte eine deutlich langere
rezidivfreie Zeit von 388 Tagen zu 93 Tagen ermittelt werden. Bei der Behandlung
mit Liposomen-verkapseltem Doxorubicin zeigten von 33 Katzen acht Tiere einen
teilweisen und funf Tiere einen kompletten Rickgang des Tumors. Der Vergleich von
Liposomen-verkapseltem Doxorubicin mit Doxorubicin zeigte keinen Unterschied
zwischen beiden Therapieformen (POIRIER et al., 2002).

Wie die Radiotherapie ist auch die Chemotherapie mit dem Risiko von Nebenwirkun-
gen behaftet. Hierbei kdnnen Knochenmarksupression, gastrointestinale Toxizitat,

allergische Reaktionen, Kardiotoxizitat, Blasentoxizitat, Alopezie und neurologische
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Ausfalle auftreten. Um Wundheilungsstérungen nach chirurgischer Entfernung des
Tumors zu vermeiden, sollte mit der Chemotherapie erst nach Abschluss der Wund-
heilung begonnen werden (OGILVIE, 1998; BARBER et al., 2000).

2154 Sonstige Therapieverfahren

MIR et al. (1997) kombinierten erstmals Bleomycin mit lokalen elektrischen Impulsen,
um die Zellpermeabilitat der Zielzellen zu erhohen und damit die Ansprechbarkeit der
Zielzellen fur das Chemotherapeutikum zu erhéhen. Es wurden 12 Katzen mit Fibro-
sarkomen behandelt, die alle vorher schon erfolglos eine chirurgische oder Strahlen-
therapie erhalten hatten. Fiir diese Katzen konnten die Uberlebenszeiten der Patien-
ten auf 6,1 Monate im Gegensatz zu der allerdings sehr kurzen Uberlebenszeit von

0,8 Monaten der unbehandelten Katzen signifikant (p < 0,001) verbessert werden.

Auch bei der Elektrochemotherapie mit einer Kombination aus Cisplatin und elektri-
schen Impulsen konnte eine Regression von Tumoren beobachtet werden. Dabei
wurden verschiedene Tumoren (unter anderem Adenokarzinome und Fibrosarkome)
nach intratumoraler Verabreichung von Cisplatin zusatzlich mit elektrischen Impulsen
behandelt. Eine Kontrollgruppe bekam nur Cisplatin intratumoral. Der Rickgang der
TumorgroRRe vier Wochen nach der Therapie war bei der Kombinationstherapie signi-
fikant groRer (p = 0,014) als bei Cisplatingabe alleine (TOZON et al., 2001).

Auch durch den Einsatz des unspezifischen Immunstimulans Acemannan, das Kat-
zen mit Fibrosarkomen uber einen Zeitraum von sechs Wochen intratumoral verab-
reicht wurde, konnten positive Ergebnisse verzeichnet werden. Drei von vier behan-
delten Katzen blieben nach auf die Behandlung folgender chirurgischer und adjuvan-
ter Strahlentherapie rezidivfrei. Acemannan foérdert die Freisetzung von Interleukin-1
(IL-1) und 6 (IL-6), Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) und Interferon y (IFNy) aus
Makrophagen. Die Aktivitat von Killerzellen wird erhoht und in vitro konnte die T-Zell-
Funktion geférdert werden. Auch in vivo konnte eine unspezifische Makrophagen-
vermittelte Toxizitat gegen Tumorzellen beobachtet werden. Allerdings ist durch die
multiple Therapie, die geringe Anzahl von Patienten und die fehlende Kontrollgruppe
in dieser Studie die tatsachliche Wirkung des Acemannan schwer abzuschatzen
(KING et al., 1995).
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2.1.6 Prognose

2.1.6.1 Rezidivrate

Die Rezidivgefahr bei Fibrosarkomen ist sehr hoch. Die Ursache hierflr scheinen
einzelne Zellen zu sein, die aus dem Zellverband auswandern. Auch macht das in-
filtrative Wachstum der Fibrosarkome haufig eine komplette chirurgische Entfernung
schwierig. Der Anteil der Katzen, die nach chirurgischer Entfernung des Tumors ein
Rezidiv bekommen, wird mit 30-86 % angegeben (ORTMANN, 1986;
STIGLMAIER-HERB, 1987; AL SARRAF, 1998; COUTO und MACY, 1998; CRONIN
et al., 1998; HENDRICK, 1999; COHEN et al., 2001).

Rezidive treten haufig schon kurze Zeit nach der Resektion des Tumors auf. Die mitt-
lere rezidivfreie Zeit nach Chirurgie wird von 105 Tagen (STIGLMAIER-HERB, 1987)
bis 180 - 270 Tagen angegeben (CRONIN et al., 1998; HENDRICK, 1999).

HERSHEY et al. (2000) konnten nach radikaler chirurgischer Exzision sogar eine
mittlere rezidivfreie Zeit von 325 Tagen beobachten, wahrend die rezidivfreie Zeit bei
marginaler Chirurgie mit 79 Tagen deutlich darunter lag. Auch COHEN et al. (2001)
stellten fest, dass durch eine aggressive Chirurgie langere Regressionszeiten er-
reicht werden konnten. Er beobachtete jedoch auch, dass die Tumoren nach einer

exzessiven Chirurgie wesentlich aggressiver rezidivierten.

Auch ein Unterschied zwischen vakzineassoziierten und nicht-vakzineassoziierten
Fibrosarkomen konnte beobachtet werden. Vakzineassoziierte Fibrosarkome rezidi-
vieren statistisch signifikant haufiger (p = 0,03) als solche, die nicht vakzineassoziiert
sind (HENDRICK et al., 1994b; AL SARRAF, 1998; COHEN et al., 2001). Von 28
vakzine-assoziierten Fibrosarkomen rezidivierten 24 Tumoren in einem Zeitraum von
sechs Monaten, wahrend dies bei den nichtvakzine-assoziierten Fibrosarkomen nur
bei vier von 29 Tumoren in einem Zeitraum von 3 — 8 Monaten der Fall war. Katzen
mit vakzineassoziierten Fibrosarkomen Uberleben insgesamt jedoch signifikant lan-
ger (p=0,047) als solche mit einem nicht-vakzineassoziierten Fibrosarkom
(HENDRICK et al., 1994b).
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2.1.6.2 Metastasierung

Fibrosarkome konnen in Lunge, Leber, Augen, Lymphknoten, Becken, Extremitaten
und weniger haufig auch in Niere oder Milz metastasieren, die Metastasierung ist
jedoch nicht haufig. Der Anteil an metastasierenden Fibrosarkomen wird mit
9 — 25 % angegeben (ORTMANN, 1986; STIGLMAIER-HERB, 1987; ESPLIN et al.,
1993; DAVIDSON et al., 1997; COUTO und MACY, 1998; COHEN et al., 2001;
2003). HENDRICK et al. (1994b) konnten keinen Unterschied im Metastasierungspo-
tential von nicht-vakzineassoziierten und vakzineassoziierten Fibrosarkomen feststel-
len. In neueren Untersuchungen scheinen jedoch vakzineassoziierte Fibrosarkome
haufiger zu metastasieren als solche, die nicht vakzineassoziiert sind (COHEN et al.,
2001).
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2.2 Immunstimulierende Antitumor-Gentherapie

2.2.1 Definition

Die Wechselwirkungen zwischen Krebszellen und dem korpereigenen Immunsystem
sind vielfaltig. Noch immer ist nicht vollstandig geklart, warum in einigen Fallen der
Korper das Enstehen eines Tumors verhindern kann, in anderen Fallen jedoch Krebs
entstehet. Nach dem momentanen Stand der Wissenschaft geht man bei den Wech-
selwirkungen zwischen Immunsystem und Tumorzellen von der sogenannten ,Im-
munosurveillance®-Theorie aus. Dabei gibt es im Korper den Zustand der Elimination,
des Equilibrums und des Escape. Im Korper finden vielfach Zellmutationen statt, im
Normalzustand jedoch werden diese veranderten Zellen vom Immunsystem erkannt
und eliminiert (Elimination), so dass kein Krebs entsteht. Im Zustand des Equilibrum
herrscht ein Gleichgewicht zwischen sich entwickelnden Krebszellen und einer Be-
kampfung dieser Zellen durch den Korper. Krebszellen sind vorhanden, es kommt
jedoch nicht zu einer Ausbreitung oder Vermehrung der Tumorzellen. Erst wenn die
Tumorzellen das korpereigene Immunsystem unterwandern (Escape), kommt es zu
einer Vermehrung der Krebszellen (BLATTMANN und GREENBERG, 2004; DUNN
et al., 2004; TIZARD, 2004). Tumorzellen kbnnen dem Immunsytem Uber vier ver-
schiedene Escape-Mechanismen entgehen. Tumorzellen konnen Abwehrzellen
hemmen oder vernichten. Abwehrzellen konnen sich gegenseitig bei der Bekamp-
fung von Tumorzellen hemmen. Aul3erdem besteht die Mdglichkeit, dass Tumorzel-
len durch die Herunterregulation von Major-Histocompability-Complex(MHC)-
Molekulen die korpereigene Abwehr hemmen (MAPARA und SYKES, 2004).

Unter einer Antitumor-Gentherapie mittels Immunstimulation versteht man die Ver-
besserung der spezifischen und unspezifischen Abwehrmechanismen eines Tumor-
patienten, so dass die Tumorzellen vom Immunsystem besser erkannt und bekampft
werden konnen. Eine Therapieform mit der man eine Immunstimulation erreichen
kann ist die Gentherapie, bei der mittels eines gentechnisch veranderten Vektors ein
sogenanntes therapeutisches Gen in den Organismus des Patienten eingebracht, in
die Zellen des Organismus integriert und dort zur Expression gebracht wird. Das in
den Zellen des Patienten entstehende Genprodukt kann dann dort seine therapeuti-
sche Wirkung entfalten. Die immunstimulierende Therapie ist die bei Weitem am

haufigsten eingesetzte Form der Antitumor-Gentherapie. Weiterhin besteht die Mog-
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lichkeit einer Prodrug-Aktivierungsstrategie, der Einsatz von Tumorsuppressorgenen
und die kontrollierte virale Onkolyse (ELMSLIE und DOW, 1997; HELFAND, 2000).

Die Antitumor-Immunstimulation kann mittels dreier unterschiedlicher Verfahren er-

folgen:

1.) Die genetische Information fur ein spezifisches Tumorantigen kann direkt Ubertra-

gen werden und eine Immunreaktion des Patienten hervorrufen.

2.) Durch Ubertragung von genetisch veranderten, nicht mehr vermehrungsfahigen
Tumorzellen (sogenannte Tumorvakzine) kann eine spezifische Immunantwort des
Patienten ausgelost werden. Hierfur missen geeignete Tumorzelllinien etabliert oder

modifiziertes Zellmaterial des Patienten verfligbar sein.

3.) Der Immunstimulation mittels immunstimulatorischer Zytokine kommt grof3e Be-
deutung zu. Hierbei werden zurzeit vor allem IL-2, IL-4, IL-12, IFNy, TNF und Granu-
lozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor (GMCSF) eingesetzt. Die Zyto-
kingene konnen direkt lokal (z. B. intratumoral) oder systemisch appliziert werden.
Am wirkungsvollsten und mit geringerer Toxizitat und langerer Wirkungsdauer ver-
bunden, ist jedoch die lokale Expression der Zytokine durch Transfer der hierfur ko-
dierenden Gensequenzen an den Ort der gewunschten Wirkung (z. B. in Tumorzel-
len) (ELMSLIE und DOW, 1997; ABBAS et al., 2000; HELFAND, 2000; BRILL et al.,

2001). Dieses Verfahren wurde auch bei der hier vorliegenden Studie angewandt.

2.2.2 Wirkungsweise immunstimulierender Antitumor-Gentherapie

Krebszellen kdnnen im Korper entstehen und sich zu Tumoren entwickeln, da sie
eine Vielzahl von Moglichkeiten entwickelt haben, die korpereigenen Abwehrmecha-
nismen zu unterlaufen. So werden in manchen Tumoren Tumorantigene dem Im-
munsystem kaum prasentiert, da die Produktion der hierzu notwendigen MHC-I-
Molekule in den Tumorzellen gedrosselt ist. Neben der reduzierten Produktion von
MHC und kostimulatorischen Proteinen und anderen Defekten bei der Antigenpra-
sentation kann eine unterdrickte Zytokinproduktion ebenfalls zu einer Tarnung des
Tumors beitragen (ABBAS et al., 2000; BLATTMANN und GREENBERG, 2004).
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Herkdmmliche Antitumortherapien basieren auf der Anwendung zytotoxischer Sub-
stanzen durch die Blockierung von Zellvorgangen, fihren aber haufig auch zu uner-
wunschten Effekten an gesunden Zellen. Die immunstimulierende Therapie ist als
Antitumor-Therapie interessant, da sie das Potential hat, sehr tumorspezifisch zu
wirken (ABBAS et al., 2000).

Die Immunotherapie lasst sich in die aktive Immunotherapie und die passive Immu-
notherapie einteilen. Bei der aktiven Immunotherapie werden Tumorzellen verandert,
bei der passiven Immunotherapie ein Effekt durch die Anwendung oder Stimulation
von Zytokinen erreicht (TIZARD, 2004).

Ziele der immunstimulierenden Therapie sind hierbei 1.) das Anlocken von T-Zellen,
Makrophagen und dendritischen Zellen an die Tumorlokalisation, 2.) eine Aktivierung
von Immuneffektorzellen und Foérderung der Erinnerung an tumorspezifische Antige-
ne und 3.) die Induzierung einer systemischen Antitumor-Immunitat (ELMSLIE und
DOW, 1997). Der Prasentation des Tumors bzw. Tumorantigens an die Immunab-
wehrzellen kommt dabei eine grofe Rolle zu. So versucht man, eine vermehrte Ex-
pression von MHC-I-Molekllen auf der Oberflache der Tumorzellen zu induzieren
und durch eine MHC-II vermittelte Immunreaktion eine Stimulation effektiver Immun-
zellen zu erreichen. Die Rekrutierung von Entziindungszellen (CD8*-Zellen, Zytotoxi-
sche T-Lymphozyten), die Tumorzellen erkennen und zerstoren, fihrt zu einer Frei-
setzung von Tumorantigenen, deren Aufnahme von dendritischen Zellen und vermut-
lich Induktion einer systemischen Immunitat durch Pragung von naiven T-Zellen in
regionaren Lymphknoten. Diese tumorspezifische Immunantwort fuhrt in Folge zur
Zerstorung weiterer Tumorzellen (PARMIANI et al., 2000).

Bei den Mechanismen gegen Tumorzellen spielen eine Vielzahl von Immunabwehr-
zellen eine Rolle. T-Lymphozyten (CD8"-zytotoxische-T-Lymphozyten) erkennen und
zerstoren Tumorzellen, T-Helferzellen sekretieren Zytokine (IL-2, IFNy, TNF) die die
MHC-I-Expression von Tumorzellen fordern und die Sensibilitdt der Tumorzellen fur
die Lyse durch zytotoxische T-Zellen erhéhen. Auch aktivierte Makrophagen kénnen
Tumorzellen zerstoren. Einige Tumoren induzieren die Bildung von Antikorpern. Tu-
morzellen werden dann durch Komplementaktivierung oder zytotoxische Zellen ab-
getdtet (ELMSLIE und DOW, 1997; ABBAS et al., 2000).
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2.2.3 Methoden immunstimulierender Antitumor-Gentherapie

Bei der Schilderung der Methoden immunstimulierender Antitumor-Gentherapie in
diesem Kapitel bleibt die Schilderung auf die Gentherapie zur Immunstimulation im
engerne Sinne beschrankt. Das bedeutet, es werden nur Therapieformen beschrie-
ben, bei denen Immungene transferiert werden. Es wird nicht auf zellulare Therapie-
formen (z. B. Dendritische Zellen) eingegangen, um den Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht zu sprengen.

Das Grundkonzept der immunstimulierenden Gentherapie ist es, eine kodierende
Gensequenz lokal zur Expresion zu bringen, so dass ein Krankheitsverlauf gestoppt
oder vermindert werden kann. Als Transportmittel bedient man sich hierbei soge-
nannter Vektoren. Ein idealer Vektor sollte einfach zu produzieren und immunolo-
gisch inert sein, seine Zielzellen méglichst selektiv erreichen, eine hohe Aufnahme-
kapazitat fur fremdes genetisches Material besitzen, sich teilende und nicht-teilende

Zellen infizieren kdnnen und eine ausreichende Genexpression hervorrufen.

Bei den Vektoren kann zwischen nicht-viralen (z. B. nackte DNS oder Liposomen)
und viralen Vektoren unterschieden werden. Die viralen Vektoren kdnnen nach ihrer
Fahigkeit, sich in das Wirtsgenom zu integrieren in integrierende (retroviral, lentiviral
und adenovirus assoziiert) und nicht integrierende (adenoviral) eingeteilt werden
(ARGYLE, 1999; SOMIA und VERMA, 2000).

Da in der vorliegenden Studie ein Gentransfer mittels eines adenoviralen Vektors
erzeugt wurde, soll an dieser Stelle auch nur auf diese Form der Vektoren eingegan-

gen werden.

Bei den Adenoviren handelt es sich um unbehllte Viren mit einer doppelstrangigen
DNS, die nicht in das Genom der Wirtszelle eingebaut wird, sondern nach dem An-
docken und Verschmelzen mit der Wirtszelle in dieser repliziert wird (ARGYLE, 1999;
ELMSLIE und DOW, 1999; LIU et al., 2000). Dass Adenoviren fahig sind, als Vektor
einen Gentransfer in Tumorzellen der Katze zu vermitteln, zeigten MARINI et al.
(1995) durch den Gentransfer mittels Adenovektoren, die die Information zur Produk-
tion des Proteins GAL-TEK in vakzineassoziierte Fibrosarkome bei Katzen transpor-
tierten. Die lokale Gabe moderater Titer von Adenoviren (10°-10°® Viruspartikel/ml)
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fUhrte hier zu einem Gentransfer in alle Bereiche des Tumors ohne das umliegende
Gewebe zu transfizieren. Beim Felinen Immundefizienz-Virus (FIV) konnte mittels
nicht-replikationsfahiger Adenoviren vom Subtyp 5 ein in vivo-Gentransfer bei Katzen
bewiesen werden (GONIN et al., 1995).

Der Adenovirus-Wildtyp (Subtyp 5) besitzt eine geringe Pathogenitat und verursacht
Atemwegserkrankungen beim Menschen, die aufgrund der Immunogenitat des Virus
bei immunkompetenten Personen selbstlimitierend sind und ohne Therapie mit dau-
erhafter Imunnitat ausheilt. Adenoviren kbnnen genetisches Material sowohl in sich
teilende als auch in sich nicht-teilende Zellen transportieren. Der Effekt der Expressi-
on von durch rekombinante Adenoviren transportierten Transgenen ist zeitlich limi-
tiert. Fur die Limitierung des zeitlichen Effektes ist die Immunantwort des Wirtes ge-
gen den Vektor im Wesentlichen verantwortlich. Schon ab dem siebten Tag nach
Erstapplikation eines adenoviralen Vektors konnten bei Katzen Antikdrper gegen den
Vektor nachgewiesen werden. Dieser Anstieg hielt bis zu Tag 14 an, danach blieb
der Antikorpertiter konstant (LIU et al., 2000). SAUTHOFF et al. (2003) konnten bei
der intratumoralen Injektion von Adenovirus-Wildtyp noch nach acht Wochen mess-

bare Virustiter in den Tumoren von Nacktmausen nachweisen.

Die Immunantwort gegen den Vektor erfolgt auf zellularer Ebene durch zytotoxische
T-Zellen, auf humoraler Ebene Uber Antikérper gegen virale Proteine. Die zellulare
Immunitat eliminiert transduzierte Zellen. Bei intratumoraler Injektion des Vektors
konnte eine deutlich geringer ausfallende humorale Immunantwort beobachtet wer-
den als bei intravendser oder intramuskularer Verabreichung. Dieser Effekt konnte
mit der relativen Abgeschirmtheit des Tumors gegen das umliegende Gewebe und
die Undurchlassigkeit des Tumorgewebes erklart werden (CHEN et al., 2000).

Die Frage, inwieweit bei den Patienten bereits bestehende Antikdrper gegen das
Adenovirus einen Einfluss auf die Effektivitat der Therapie haben, ist noch unklar
(SOMIA und VERMA, 2000). Bei Katzen wurden zwischen 15 % und 26 % der Tiere
positiv auf antiadenovirale Antikdrper getestet, die noch keinen iatrogenen Kontakt
mit diesem gentherapeutischen Vektor hatten (LAKATOS et al., 2000). Nach wieder-
holter Gabe eines adenoviralen Vektors konnte eine Immunitatsbildung gegen Ade-
noviren beobachtet werden. Bei Katzen, bei denen bereits vor der Therapie mit ade-

noviralem Gentransfer antiadenovirale Antikorper vorhanden waren, erfolgte die Im-
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munreaktion auf die Gabe der Adenoviren schneller. Aus immunologischen Ge-
dachtniszellen erfolgte bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen direkt die Sekre-
tion von Immunglobulin G, das bei einem ersten Kontakt mit dem Adenovirus erst
deutlich spéater nach der Produktion von Immunglobulin M einsetzt (MULLER-
HEIDELBERG, 2003). Der adjuvante Immunstimulus am Ort der Applikation durch
das Adenovirus selbst kann im Hinblick auf das Ziel der lokalen Immunstimulation
eventuell als gunstig erachtet werden (PAUL, 2001).

Ein weiteres Problem beim Einsatz adenoviraler Vektoren stellt auch die systemische
Abschwemmung des Vektors nach lokaler Injektion, das sogenannte ,Adenovirus
shedding” dar. Eine Abschwemmung vor allem in die Leber konnte beobachtet wer-
den. GRISCELLI et al. (2003) behandelten 21 Patienten mit Lungenkrebs mit intra-
tumoralen (hier intrabronchialen) Injektionen von 107, 10° oder 10° Einheiten rekom-
binantem Adenovirus kodierend flr B-Galaktosidase oder IL-2. Man beobachtete
hierbei eine dosisabhangige systemische Abschwemmung des Vektors in Blut, Kot
und Speichel bereits funf Minuten nach Injektion und bis zu 90 Tage andauernd. Als
Nebenwirkung der systemischen Abschwemmung des Vektors konnte bei einigen
Patienten Fieber beobachtet werden.

Hierbei spielt die starke systemische Toxizitat einiger Zytokine auch schon in gerin-
ger Konzentration als Genprodukt des Gentransfers mittels Adenoviren eine Rolle
(TOLOZA et al., 1996; BRAMSON et al., 1997). SAUTHOFF et al. (2003) konnten bei
der intratumoralen Injektion von Adenovirus-Wildtyp ein Persistieren des Virus und
eine spat einsetzende Ausbreitung des Virus vier Wochen nach Injektion in den

Kreislauf beobachten.

Um ein optimales Verhaltnis zwischen applizierter Virusmenge und infizierten Zielzel-
len beurteilen zu kdnnen, muss die Menge viraler Partikel im Tumor mit der Menge
viraler Partikel in anderen Organen verglichen werden. Dazu bedient man sich einer
Markierungsmethode mittels Radioaktivitat, bei der der Gehalt viraler Partikel in den
verschiedenen Organen gemessen werden kann (CASCALLO und ALEMANY,
2004).

Fir den Einsatz in der Gentherapie werden nicht-replikationsfahige Adenoviren ver-

wendet. Hierbei besteht das Risiko, dass sich durch Rekombination mit dem Wildtyp
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wieder replikationsfahige Adenoviren bilden, die das therapeutische Gen tragen.
Durch die Verwendung adenoviraler Vektoren der sogenannten zweiten Generation,
denen eine zusatzliche essentielle Region des Virusgenoms entfernt wurde, kann
dieses Risiko minimiert werden. Ebenso kénnen Toxizitat und entzindliche Reaktion
auf die Applikation vermindert werden, da das zusatzlich entfernte Gen fur ein Prote-
in kodiert, das fur diese Effekte verantwortlich ist. Vektoren der sogenannten dritten
Generation tragen keinerlei Virusprotein-kodierende Sequenzen mehr. Dadurch ist
die Zelltoxizitat dieser sogenannten ,gutless” Vektoren vermindert und die Gen-
expression kann langer andauern, der Vektor ist jedoch sehr instabil (PARKS et al.,
1999; RUSSELL, 2000; PAUL, 2001).

Es hat sich im Mausmodell gezeigt, dass bereits die Pragung einiger Zellen des Im-
munsystems eine Immunitat gegen Tumoren stimulieren kann. Der Tumor-Nekrose-
Faktor LIGHT konnte, in Ag104-Tumorzellen zur Expression gebracht, einen Rulck-
gang dieser Tumoren bereits nach zwei Wochen bewirken. Ublicherweise fihrt die
Injektion von Ag104-Tumorzellen bei transgenen Mausen innerhalb von 3 -4 Wo-
chen zum Tod der Mause. Es wurde dabei die Bildung antigen-spezifischer T-Zellen
fur diese Effekte verantwortlich gemacht. Auch wenn acht Wochen nach dem Tumor-
riickgang eine letale Dosis von 10° Ag104-Tumorzellen injiziert wurde, bildeten diese
Mause keine Tumoren aus. Bei der Injektion von Ag104-Tumorzellen, die LIGHT
exprimieren in solide Ag104 Tumoren konnte auch hier ein Rickgang dieser Tumo-
ren 10 - 15 Tage nach Injektion beobachtet werden. In einem weiteren Versuch wur-
de Mausen auf einer Korperseite Ag104-Tumorzellen injiziert und somit ein Tumor-
wachstum induziert. Nachdem ein Tumor entstanden war, verabreichte man den
Mausen auf der anderen Korperseite LIGHT exprimierende Ag104-Tumorzellen und
konnte bei allen Mausen einen Ruckgang des Ag104-Tumors beobachten. Diese
Eliminierung von soliden Tumoren wie auch Tumormetastasen ladt ein Potential der
immunstimulierenden Therapie vermuten, in Zukunft auch nicht direkt zugangliche

Tumoren (z. B. Metastasen) therapieren zu kdnnen (YU et al., 2004).
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224 Interleukin-2

2241 Wirkungen von IL-2

Bei IL-2 handelt es sich um ein Zytokin, das seine Wirkung auf verschiedene hama-
topoetische Zellen autokrin und parakrin entfaltet. Es wird im Kdrper normalerweise
von aktivierten T-Lymphozyten freigesetzt und stimuliert die Bildung weiterer Immun-
effektorzellen. Es fuhrt nach lokaler Gabe zu einer Proliferation, Differenzierung und
Steigerung der Aktivitat von zytotoxischen T-Lymphozyten und Killerzellen und stimu-
liert eine Zytokinkaskade, die verschiedene Interleukine, Interferone und Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) enthalt (WHITTINGTON und FAULDS, 1993; ABBAS et al.,
2000).

Der Antitumoreffekt von IL-2 wird vermittelt durch seinen Effekt auf Naturliche Killer-
zellen, lymphokinaktivierte Killerzellen und andere zytotoxische Zellen (WHIT-
TINGTON und FAULDS, 1993). Zytotoxische Zellen werden vermehrt in das Tumor-
gebiet gelockt. Wenn die aktivierten T-Zellen das Tumorantigen erkannt haben, wird
weiteres IL-2 von diesen Zellen produziert. Es kommt zur weiteren Vermehrung der
T-Zelllinie, Vermehrung von B-Zellen und Killerzellen. Die zytotoxische Aktivitat von
Natiirlichen Killerzellen und CD8*-Lymphozyten wird erhéht (ABBAS et al., 2000;
HELFAND, 2001).

Bei der intratumoralen Injektion lipid-gebundener DNS, kodierend fur Stapylokokken-
Enterotoxin B und IL-2 oder GMCSF, in maligne Melanome bei 26 Hunden konnte
DOW et al. (1998) lokal eine Infiltration mit CD8"- und CD4"*-T-Zellen und Makropha-
gen beobachten. Es kam zu einer hohen Aktivitat antitumor-zytotoxischer T-Zellen in
peripheren Blutlymphozyten und zur Regression vor allem kleinerer Tumoren. Die
Toxizitat bei der intratumoralen Applikation blieb aus (24 Tiere) oder bewegte sich in
mildem Rahmen. Ein Tier zeigte zwei jeweils 24 Stunden dauernde Anorexien, bei
einem Tier konnte nach der Injektion ein Odem um das Injektionsgebiet beobachtet

werden.

IL-2 kann als Protein systemisch oder lokal verabreicht werden. Die systemische Ga-
be ist jedoch limitiert durch die bei therapeutischen Dosierungen auftretenden star-
ken Toxizitaten (siehe auch Kapitel 2.2.4.2. Nebenwirkungen von IL-2) und eine zeit-

lich beschrankte Wirkungsdauer. Eine lokale Produktion des Zytokins am Ort der be-
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notigten Wirkung ist das primare Ziel einer IL-2-Gentherapie. IL-2 soll durch Einbau
des daflr kodierenden Gens in Tumorzellen direkt im Tumor seine Wirkung entfalten.
Die grof3tmogliche antitumorale Wirkung bei geringer systemischer Toxizitat durch
die auf den Tumor beschrankte Expression von IL-2 soll so erreicht werden. Win-
schenswert ware hierbei ein lokales Verhaltnis von IL-2 zu IFNy von 4 : 1, vorrausge-
setzt, die Ergebnisse der Maus sind auf die Katze ubertragbar. Bei zu hohen IL-2-
Konzentrationen im Gewebe kann es zu einer Hemmung zytotoxischer T-
Lymphozyten kommen (SCHMIDT et al., 1995; KIRCHEIS et al., 1998).

Die Homologie in den Aminosauren-Sequenzen zwischen felinem und humanem IL-2
ist besonders gro3. Laut COZZI et al. (1993) betragt sie 81 %, QUINTIN-COLONNA
et al. (1996) geben die Homologie jedoch nur mit 77 % an. Interessanterweise lassen
sich feline Lymphozyten zwar mit humanem IL-2 (hlL-2) stimulieren, es ist jedoch
umgekehrt nicht moglich, humane Lymphozyten mit felinem IL-2 zu stimulieren. Hu-
mane Lymphozyten lassen sich ausschlie3lich mit humanem IL-2 oder mit von Gib-
bonaffen stammendem IL-2 stimulieren (FENWICK et al., 1988; GONSALVES et al.,
1991). Humanes IL-2 wirkt auch stimulierend auf die Lymphozyten von Pferd, Ziege,
Schaf und Hund, die Homologie zwischen der Aminosauren-Sequenz von IL-2 der
jeweiligen Tierart und der Sequenz des humanen IL-2 ist jedoch nicht so grof3 wie bei

der Katze.

In der vorliegenden Studie wurde in den Katzen die Expression von humanem IL-2
induziert. Nach dem Gentransfer konnte so das IL-2 mit humaner Aminosauren-
Sequenz, das in den Katzen gebildet wurde, im Enzym-linked immunosorbent assay
(ELISA) mittels Antikorpern gegen das humane IL-2 identifiziert und gemessen wer-
den (siehe auch Dissertation von MULLER-HEIDELBERG, 2003). Wenn kein huma-
nes Interleukin im Serum der Katzen mehr nachweisbar ist, stellt sich die Frage, ob

auch am Ort der Applikation keine Genexpression mehr stattfindet.

Bei Katzen, die nach Tumorexzision postoperativ finf mal mit adenoviralen Vektoren,
die die Gene fur humanes IL-2 (hIL-2) oder felines IFNy (felFNy) trugen, ins Tumor-
bett gespritzt wurden, zeigte sich eine dosisabhéngige Serumkonzentration von
hiL-2. Der Peak der Serumkonzentration war deutlich an Tag 1 nach der Applikation

zu beobachten. Bei Tieren, die eine Kombination von hlIL-2 und felFNy bekamen,
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nahm die Serumkonzentration nach Tag 2 wieder ab, bei Katzen, die nur hiL-2 erhiel-
ten, waren die hilL-2-Werte auch zwei Wochen nach Erstinjektion noch stark erhoht
(MULLER-HEIDELBERG, 2003).

Einen positiven Effekt bei der immunstimulierenden Therapie mittels Kombination
von IL-2 und IFNy konnten auch KIRCHEIS et al. (1998) beobachten. Bei einem Ver-
such an Mausen mit malignen Melanomen konnte mit der Kombination der beiden
Zytokine ein besseres Ergebnis hinsichtlich der Tumorregression erzielt werden als
mit IL-2 oder IFNy alleine. Ein kompletter Rickgang des Tumors konnte bei der
Kombinationstherapie bei zehn von 21 Mausen beobachtet werden, bei der Einzel-
therapie mit IL-2 beziehungsweise |IFNy lag die Rate bei sechs von 21 bzw. drei von
13 Tieren. Die Kombination dieser beiden Zytokine erscheint vorteilhaft, da beide an
unterschiedlichen Punkten der Immunkaskade ansetzen. Ihre Wirkung ist daher addi-

tiv, jedoch nicht synergistisch.

Auch bei der intrakraniellen Gabe von IL-2 und IFNy zur Therapie von Gehirntumoren
konnte ein zell-vermittelter Antitumor-Effekt beobachtet werden. Es erfolgte eine dif-
fuse Infiltration mit Makrophagen, Monozyten, CD4*- und CD8"-Zellen in das lokale
Gewebe. Im Frihstadium der Therapie konnte so ein intrakranielles Tumorwachstum
unterdruckt, ein Ruckgang der Tumoren jedoch nicht verzeichnet werden
(TJUVAJEV et al., 1995).

2242 Nebenwirkungen von |IL-2

Nebenwirkungen bei der IL-2-Therapie beim Menschen kdnnen verschiedene Organ-
systeme betreffen, sind jedoch nach Beendigung der Therapie meist schnell reversi-
bel. Die Toxizitaten sind dosisabhangig und konnen durch lokale oder subkutane
Verabreichung vermindert werden. Nebenwirkungen beim Menschen konnen am
kardiovaskularen, pulmonaren, hamatologischen, hepatischen, neurologischen, en-
dokrinen, renalen und dermatologischen System auftreten (WHITTINGTON und
FAULDS, 1993).

Haufig zu beobachten sind milde grippeahnliche Symptome, die mit Mudigkeit und
Fieber einhergehen. Das Fieber wird hierbei ausgeldst durch die Induktion von pyro-

genen Zytokinen (IL-1 und TNF), die im Blut zirkulieren und an thermoregulatori-
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schen Rezeptoren im vorderen Hypothalamus wirken, wo sie die Sekretion von tem-

peraturerhbhenden Prostaglandinen (vor allem PGE;) stimulieren (MOORE, 1996).

Auch Toxizitaten im Bereich der Haut wurden nach Applikation von IL-2 beobachtet.
Die Veranderungen koénnen generalisiert oder lokalisiert auftreten. Von Roétungen,
Erythem, Pruritus, Desquamation am Ort der Applikation, Psoriasis und Urtikaria
wurde berichtet. Vor allem nach subkutaner Verabreichung von IL-2 in hohen Dosen
kommt es haufig zur Bildung von harten roten Bereichen mit einem Durchmesser von
bis zu 10 cm, manchmal vergesellschaftet mit Schmerzen und Blasenbildung. Der
Mechanismus der auftretenden Hauttoxizitaten ist nicht vollstandig geklart, vermutlich
kommt es jedoch dazu im Zusammenhang mit einer erhohten Gefalldurchlassigkeit
und der Migration von Lymphozyten durch entzindliche Bereiche des Gefalien-
dothels (VIAL und DESCOTES, 1992; MOORE, 1996).

Hypothyreoidismus, akute renale Dysfunktion, intrahepatische Cholestase und infol-
ge dessen Hyperbilirubinamie, Pankreatitis und kardiale Probleme wurden ebenfalls
im Zusammenhang mit einer IL-2-Therapie beobachtet. Haufig treten auch Verande-
rungen im Blutbild auf, die sich als Anamie, Thrombozytopenie, Lymphopenie und
Eosinophilie bemerkbar machen. Auch von einer erhéhten Anfalligkeit der Patienten
fur infektiose Komplikationen wird berichtet (VIAL und DESCOTES, 1992; CITTERO
et al.,, 1996; SIEVERS et al., 1998). IL-2 und IFNy stehen auRerdem im Verdacht,
Autoimmunkrankheiten wie z. B. rheumatoide Arthritis, Pemphigus oder Psoriasis
auszulésen (MASSAROTTI et al., 1992; MIER und ATTKINS, 1993; SPARANO et
al., 1993).

Der limitierende Faktor bei der IL-2-Therapie des Menschen ist jedoch das Vaskular
(oder Capillary)-Leak-Syndrom (VLS) (BALUNA et al., 1999). Es ftritt vor allem bei
hohen Dosierungen von IL-2 auf und resultiert aus einer Erhéhung der Vaskularper-
meabilitat vor allem an Venolen, kleinen Venen und Kapillaren. Protein kann aus
dem Gefallsystem in den interstitiellen Raum austreten und zieht aufgrund des on-
kotischen Drucks Flissigkeit mit sich. Es kommt zur Odembildung, Oligurie, Hypo-
tension und Aszites. Biochemisch lasst sich ein niedriger Serum-Albumingehalt fest-
stellen (FUJITA et al., 1991; DEEHAN et al., 1994; MOORE, 1996). IL-2 stimuliert die
Produktion anderer Zytokine (TNF und IFNy) durch T-Zellen und |6st dadurch
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wiederum einen die GefalRdurchlassigkeit steigernden Effekt an Endothelzellen aus
(BALLMER-WEBER et al., 1995; DEEHAN et al., 1994; DUBINETT et al., 1994;
ABBAS et al., 2000). In einem Versuch zeigte sich, dass der direkte Zell-zu-Zell-
Kontakt von Interleukin-aktivierten Killerzellen und Endothelzellen notwendig ist, um
die Endothelpermeabilitat zu erhdhen (DAMLE und DOYLE, 1989; DUKE et al.,
1989). Der Effekt der Adhasion von Leukozyten an das Endothel konnte im Versuch
durch zusatzliche Gabe von Methotrexate, Sodium-Nitroprusid oder Dextron-Sulfat
vermindert werden (OHKUBO et al., 1991; DE JOY et al., 1995; BOUCHIER-HAYES
et al., 1997).

Bei der subkutanen Therapie von Katzen und Hunden mit 3x10” humanen IL-2-cDNA
tragenden Verozellen konnte nur wenig Toxizitat beobachtet werden. Die meisten
Tiere zeigten vorubergehende entzindliche Reaktionen am Applikationsort, Blutpa-
rameter waren nicht signifikant verandert. Antikorper gegen humanes IL-2 konnten
nach funf Tagen nachgewiesen werden. Mit der gleichen Therapie behandelte Ratten
zeigten bei der hdéchsten Dosierung geringgradige Leberentziindung (QUINTIN-
COLONNA et al., 1996). Bei der Verwendung von humanem IL-2 bei der Katze kon-
nen nach einigen Tagen neutralisierende Antikorper gegen das fremde Protein auf-
treten. Das fuhrt unter Umstanden zu einer Blockierung der Therapie und zu einer
Verscharfung des Krankheitsverlaufs, da sich die Antikdrper wegen der hohen Ami-
nosaurensequenz-Homologie auch gegen korpereigenes IL-2 der Katzen richten
kénnen (LONDON, 2000).

In einer dieser Studie vorangegangenen Phase |-Studie von WIELAND (2002) zeig-
ten sich bei postoperativer adjuvanter Gabe von AdV-hIL-2 in Kombination mit AdV-
felFNy Toxizitaten (Common-Toxicity-Criteria(CTC)-Grad 2 und 3, Erlauterung siehe
Kapitel 3.9 Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse) in Form von Fieber, Er-
héhung der Aspartat-Amino-Transferase (AST), Reaktionen an der Injektionsstelle
und infizierten Wundheilungsstérungen. Die Temperaturerhéhung war dosisabhan-
gig. Auch fur die Erhohung der AST ergab die statistische Auswertung eine Dosisab-
hangigkeit. Bei Katzen, die eine niedrigere Dosierung erhalten hatten, erreichte nach
dem Anstieg der AST der Wert schneller wieder den Referenzbereich als bei héher
dosierten Tieren. Die in dieser Studie beobachteten Nebenwirkungen kdnnten jedoch
sowohl vom Interleukin und Interferon, als auch vom adenoviralen Vektor selbst her-

ruhren.
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2.2.5 Interferon y

2.2.5.1 Wirkungen von IFNy

Die Fahigkeit von Tumorzellen, von der Immunabwehr des Korpers unentdeckt zu
bleiben, resultiert unter anderem aus ihrer Fahigkeit, durch die Drosselung der Pro-
duktion von MHC-I-Molekilen die Prasentation von Tumorantigen an das Immunsys-
tem auf ein Minimum zu beschranken. Tumorzellen bleiben so unentdeckt und Tumo-
ren kénnen sich entwickeln. IFNy greift an diesem Punkt in den Tarnmechanismus
der Tumoren ein, indem es die Stimulation aller Moleklle, die der Antigenprasentati-
on dienen, induziert. Es kommt zu einer vermehrten Proliferation von Proteinen des
MHC-Komplexes und damit zu einer besseren Prasentation des Tumorantigens an
die Immunabwehr. AuRerdem fuhrt IFNy zu einer Aktivierung und Proliferation von
Makrophagen und T-Zellen (vor allem T-Helferzellen), die durch die Produktion von
IL-12 wiederum zellvermittelte Prozesse aktivieren (ABBAS et al., 2000; HELFAND,
2000; BLATTMANN und GREENBERG, 2004).

PROPPER et al. (2003) konnten durch wochentliche subkutane Verabreichung ge-
ringer Dosen Interferon y bei Patienten mit malignen Melanomen eine deutliche Im-
munmodulation in Form einer Steigerung der MHC-I-Molekdule, induziert durch IFNy

beobachten.

KHORANA et al. (2003) machten sich diesen Effekt zunutze, indem sie Patienten mit
malignem Melanom intratumoral mittels repikationsdefekten Adenovirusvektoren ko-
dierend fur Interferon y injizierten, um so die lokale Expression von IFNy und dadurch

die Aktivierung lokaler Effektorzellen zu steigern.

IFNy wird von aktivierten zytotoxischen T-Zellen produziert. Auch mit IL-2 stimulierte
Lymphozyten bilden in vitro groRe Mengen IFNy. Anders als bei IL-2 betragt die Ho-
mologie in der Aminosauren-Sequenz zwischen humanem und felinem IFNy nur etwa
63 %. IFNy wirkt ausschlieRlich speziesspezifisch, so dass fur die immunstimulieren-
de Gentherapie bei der Katze kein humanes IFNy verwendet werden kann (ARGYLE
et al., 1995).
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2252 Nebenwirkungen von IFNy

Die Nebenwirkungen bei der Anwendung von IFNy ahneln denen bei der Therapie
mit IL-2. Beim Menschen werden akute, subakute und chronische Reaktionen beo-
bachtet. Grippeahnliche Symptome mit Fieber, Frosteln, Mattigkeit und Anorexie
werden vermutlich verursacht durch sekundare Fieber-Mediatoren wie IL-1, PGE;
und TNF. Neurologische und renale Toxizitaten kdnnen ebenso beobachtet werden
wie ein myelosuppressiver Effekt, der sich in Veranderungen der Zahl von Leukozy-
ten, Neutrophilen und Thrombozyten auflert (AUL und SCHNEIDER, 1997). Ebenso
wie IL-2 steht auch IFNy im Verdacht, die Pradisposition fur Autoimmunkrankheiten
zu erhdéhen (MIER und ATKINS, 1993).

In einer humanmedizinischen klinischen Phase |-Studie bekamen 11 Patienten mit
malignen Melanomen einmal pro Woche fur einen Zeitraum von drei Wochen eine
intratumorale Therapie mit Interferon y mittels repikationsdefekten Adenovirusvekto-
ren. Es sollte die Maximal Tolerierte Dosis (MTD) einer solchen Therapie untersucht
werden. Es wurden bei zwei Patienten starke Nebenwirkungen (Grad 3) in Form von
Fieber und einer tiefen Venenthrombose beobachtet. Haufiger traten leichte Neben-
wirkungen (Grad 1) in Form von Rétungen an der Injektionsstelle und Mudigkeit auf.
Histopathologisch konnte eine zentrale Nekrose der injizierten Tumoren registriert
werden (KHORANA et al., 2003).

2.2.6 Anwendungsmaglichkeiten in der Tiermedizin

Das Prinzip der immunstimulierenden Gentherapie findet in der Tiermedizin seit eini-
gen Jahren grofes Interesse und bringt interessante Erfolge. So konnten bei Hunden
mit malignen Melanomen und Katzen mit Fibrosarkomen nach Tumorexstirpation,
Radiotherapie und anschlielender adjuvanter Immunstimulationstherapie mit huma-
nen IL-2 exprimierenden Zellen eine Reduktion der Rezidivrate bei Katzen von 69 %
auf 31 % erreicht werden. Die mittlere rezidivfreie Zeit verdoppelte sich von acht auf
16 Monate. Bei den Hunden verlangerte sich die mittlere Uberlebenszeit von 2,4 auf
9 Monate (QUINTIN-COLONNA et al., 1996).

Auch der lokale Gentransfer von IL-2 mittels rekombinanten Pockenviren hat sich als

erfolgversprechend erwiesen. In einer klinischen Studie, bei der 54 Katzen mit Fibro-
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sarkomen zur Verhinderung eines Rezidivs mittels Kanarienpocken-Virusvektor (AL-
VAC) bzw. attenuierter Virusvakzine (NYVAC-luciferase), die Information zur Expres-
sion von felinem oder humanem IL-2 tragend, zusatzlich zu Chirurgie und Strahlen-
therapie therapiert wurden, konnten in einem Zeitraum von 12 Monaten nach der
Therapie bei sieben von 18 der mit ALVAC-fIL-2 und funf von 18 der mit NYVAC-
hiL-2 therapierten Tiere das Auftreten eines Rezidivs beobachtet werden. Bei nur mit
chirurgischer und zusatzlich durchgefuhrter Strahlentherapie behandelten Tieren trat
wesentlich haufiger ein Rezidiv auf (11 von 18 Tieren) (JOURDIER et al., 2003).

2.2.7 Anwendungsmaglichkeiten in der Humanmedizin

Ergebnisse aus klinischen Studien bei spontanen Tumoren von Hunden und Katzen
kénnen als gute Anhaltspunkte fur ahnliche Studien in der Humanmedizin verwendet
werden, da sich Tumoren bei Mensch und Tier oft ahnlich verhalten. Gerade bei Tu-
moren mit schlechter Prognose, insbesondere bei weit fortgeschrittenen Tumoren
und/oder Metastasenbildung sind haufig die ublichen Behandlungsmaoglichkeiten un-
wirksam. In solchen Fallen kann sowohl in der Tiermedizin als auch in der Human-
medizin als adjuvante Therapie eine experimentelle immunstimulierende Therapie
unternommen werden (QUINTIN-COLONNA et al., 1996). Die Parameter der Tumo-
ren hinsichtlich ihrer spontanen Entstehung, Rezidivrate, Therapiemdglichkeit und
Metastasierung sind haufig ahnlich in der Tier- und in der Humanmedizin. Als Model-
le fur die Humanmedizin kdnnen bei Tieren spontan auftretende Osteosarkome,
Mammatumoren, Melanome, Fibrosarkome und lymphatische Tumoren dienen (VAIL
und MAC EWEN, 2000). Sie geben aufgrund ihrer relativ hohen Inzidenz, gleichem
oder ahnlichem biologischem Verhalten, vergleichbaren Reaktionen auf zytotoxische
Substanzen und Uberlebenszeit der Patienten gut tibertragbare Ergebnisse fiir die
Tumortherapie beim Menschen. Die Ergebnisse aus Maus-Modellen sind nicht immer
auf die Verhaltnisse bei groflen Saugetieren und beim Menschen Ubertragbar. Bei
Mausen mussen die Tumoren in der Regel induziert werden (z. B. durch die Injektion
von Krebszellen), oft werden auch immundefekte Mause verwendet. Dadurch wird
die Aussagekraft und die Mdglichkeit der Ubertragung von Ergebnissen aus Maus-

versuchen stark eingeschrankt.
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Das Prostatakarzinom des Menschen stellt einen weiteren soliden Tumor dar, der
durch den Einsatz immunstimulierender Therapie vielleicht positiv beeinflusst werden
kann. In einer Studie in Minchen wird derzeit an einem Patientenkollektiv mit thera-
pieresistenten Prostatakarzinomen, bei denen nur noch eine rein palliative Behand-
lung moglich ware, eine Vakzinetherapie mit einer IL-2- und IFNy-transfizierten Tu-
morzelllinie durchgefuhrt (BRILL et al., 2001).

In einer klinischen Phase I-Studie bei Patienten mit metastatischen Melanomen und
anderen soliden Tumoren konnten bei der Behandlung mit IL-2 mittels eines adenovi-
ralen Vektors positive Resultate bezuglich des Gentransfers und der Zytokinexpres-
sion beobachtet werden. Die Nebenwirkungen sogar in der hdchsten Dosierung be-
schrankten sich auf geringe lokale Reaktionen an der Injektionsstelle und leichtes
Fieber (KHORANA et al., 2003). Bei Patienten mit kutanen B- und T-Zell-Lymphomen
konnte nach der Behandlung mit IFNy (ebenfalls mittels eines adenoviralen Vektors)
sogar bei den meisten Patienten eine Tumorregression und -stabilisierung
beobachtet werden. Auch hier wurde die Behandlung sehr gut toleriert und nur gerin-
ge lokale Reaktionen waren zu beobachten (DUMMER et al., 2004).
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2.3 Klinische Studien in der Tiermedizin

Bevor ein Medikament zum Einsatz kommt, muss dessen therapeutischer Nutzen,
die optimale Dosierung und Applikationsart, seine Sicherheit sowie das geeignete zu
therapierende Patientengut geprift werden. Hierzu bedient man sich klinischer Stu-
dien, die nach Art und Ziel der Durchfihrung in drei Phasen eingeteilt werden (Good
Clinical Practice der International Cooperation on Harmonisation of Technical Requi-

rements for Registration of Veterinary Medicinal Products (VICH)).

Phase |, Pharmakologiestudien: Wesentlicher Inhalt dieser Studien ist die Festlegung
der Maximal Tolerierten Dosis (MTD) sowie die Vertraglichkeitsprifung des Medika-
ments. Phase |-Studien beinhalten meist nur sehr kleine Patientenzahlen (3 - 10
Patienten pro Dosis). Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Phase I-
Studie, bei der die Vertraglichkeit des verabreichten Medikaments in der gewahlten
Applikationsart ebenso gepruft wurde wie die von den Katzen maximal tolerierte Do-

Sis.

Phase Il, Therapeutisch explorative Studien: Bei diesen Studien werden meistens
mehrere Behandlungsgruppen (insgesamt etwa 20 - 50 Individuen) sowie eine Pla-
cebo- oder Kontrollgruppe untersucht, denen die Patienten nach dem Zufallsprinzip
randomisiert zugeteilt werden. Diese Studien dienen dazu, die optimale Dosis, die
Vertraglichkeit sowie die Wirksamkeit des zu testenden Medikamentes abzuschat-

zen.

Phase Ill, Therapeutisch konfirmative Studien: Diese Studien dienen dem Nachweis
der Sicherheit und der Wirksamkeit des neuen Medikamentes. Bei einer Patienten-
zahl zwischen 50 bis 5000 Individuen wird die Dosis-Wirkungs-Beziehung ebenso
wie die Kosten-Nutzen-Relation bewertet. Erst dann kann nach Beantragung der Zu-
lassung des Medikamentes eine Phase IV-Studie an einer gréReren Zahl von Patien-
ten (>5000) durchgefihrt werden.

Vorgegebene Richtlinien (Qualitats-, Sicherheits-, Effektivitats- und multidisziplinare
Richtlinien) sichern den Qualitatsstandard klinischer Studien hinsichtlich der Planung,
Durchfihrung und Auswertung. Ein Studienprotokoll legt prospektiv alle wichtigen

Studienparameter fest. Dazu gehort z. B. die Festlegung der Ein- und Ausschlusskri-
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terien, Angaben zum Studiendesign, zur Randomisierung und zum Behandlungsplan,
die Definition der Beobachtungseinheit sowie aller Messgréf3en, die Vorgehensweise
der Datenerhebung sowie die Kriterien zur Beurteilung des Therapieerfolges (TESKE
und LEHMANN, 2000).

Die Planung tiermedizinischer Studien wird entsprechend der Richtlinien Good Clini-
cal Practice der International Cooperation on Harmonisation of Technical Require-
ments for Registration of Veterinary Medicinal Products (VICH) durchgefuhrt. Beson-
dere Gegebenheiten werden hierbei ebenso bertcksichtigt wie die ethische Verant-
wortung des Tierarztes und des Besitzers dem Tier gegentber (PITSON und FYLES,
2000).

Ziel von Phase |-Studien in der Tiermedizin ist ebenso wie in der Humanmedizin die
Prifung der Vertraglichkeit des zu testenden Medikamentes und die Festlegung der
Maximal Tolerierten Dosis. Erst dann kann in einer Phase II-Studie das Medikament
auf seine Wirksamkeit gepruft werden. In der Phase I-Studie spielt die genaue Erfas-
sung ebenso wie die Bewertung der auftretenden Nebenwirkungen eine grof3e Rolle.
Da die Patienten in der Tiermedizin sich Uber auftretende Toxizitaten nicht duRern
konnen, mussen alle wichtigen klinischen, labordiagnostischen und hamatologischen
Parameter vom untersuchenden Tierarzt genau erfasst, dokumentiert und hinsichtlich
ihrer Abweichung von Referenzbereichen bzw. hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen der aufgetretenen Toxizitat und der durchgefuhrten Therapie bewertet wer-
den. Als Bewertungsschema flr onkologische Studien im Bereich der Humanmedizin
hat sich vor allem die 1999 vom National Cancer Institute (NCI) der amerikanischen
Gesundheitsbehorde  herausgegebene = Common-Toxicity-Criteria(CTC)-Tabelle
durchgesetzt. Die CTC-Tabelle erlaubt das Hinzuflgen oder Weglassen von Unter-
suchungsparametern, so dass die Tabelle nach Modifizierung der humanmedizini-
schen Vorlage auch in tiermedizinischen Studien angewendet werden kann
(KUFFER, 1996; OGILVIE, 2000; WIELAND, 2002).
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3 Material und Methode

3.1 Aufbau und Ziel der Studie

In der vorliegenden Studie wurden 22 Katzen mit einem felinen Fibrosarkom zusatz-
lich zur chirurgischen Therapie einer praoperativen intratumoralen immunstimulie-
renden adenoviralen Gentherapie mit IL-2 und IFNy unterzogen. Acht Katzen beka-
men als Kontrolltiere ausschlie3lich die chirurgische Therapie. Alle Katzen wurden
nach der Operation in regelméRigen Abstdnden nachuntersucht, um das Auftreten
von Metastasen oder Rezidiven zu erfassen. Die Nachkontrollen erfolgten, ausge-
hend vom Operationstag als Tag 1, an den Tagen 14, 45, 90, 180, 270 und 365. Ziel
der Studie war die Erfassung wichtiger klinischer, hamatologischer und labordiagnos-
tischer Parameter der behandelten Patienten und deren Auswertung beztglich auf-
tretender Toxizitaten in Zusammenhang mit der durchgefuhrten Therapie. Parallel zu
dieser Studie fertigte Marei Miiller-Heidelberg bei der Firma Transgéne in Stral3burg
eine Dissertation an, deren Bestandteil die Untersuchung der im Rahmen dieser Stu-
die gewonnenen und eingesandten Blutproben auf ihren Serum-hiL-2-Gehalt war
(MULLER-HEIDELBERG, 2003).

3.2 Geplante Durchfihrung der Studie

Die vorliegende Studie war zu Beginn geplant als eine prospektive, randomisierte
klinische Studie der Phase Il, in der mit einer Dosis von je 5x10° IU AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy eine praoperative intratumorale immunstimulierende Therapie durchge-
fuhrt werden sollte. Man orientierte sich dabei an der von WIELAND (2002) in einer
klinischen Studie der Phase | ermittelten Dosis. In der Studie von WIELAND wurde
die Dosis von 5x10% IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy postoperativ in einem Zeitraum
von sieben Tagen fiinfmal ins Tumorbett injeziert und dabei von den Katzen ohne
Toxizitat gut toleriert.

Die Patienten wurden in der hier vorliegenden Studie randomisiert einer Therapie-
und einer Kontrollgruppe zugeordnet. Die Tiere der Therapiegruppe erhielten im ers-
ten Teil der Studie acht und zwei Tage vor der Operation die immunstimulierende

Therapie. Die Kontrolltiere bekamen nur die chirurgische Therapie. Bei diesen Tieren
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wurde aus ethischen Griinden von der Gabe eines Placebos abgesehen und bereits
kurz nach der Aufnahme eine Operation durchgeftihrt, um die Prognose fir die voll-
standige Entfernung des Tumors durch Wartezeit ohne therapeutische MalRnahmen
nicht zu verschlechtern. Durch das Auftreten von Toxizitaten der CTC-Grade 4 und 5
bei der Verabreichung von je 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy intratumoral muss-
te jedoch das Studienprotokoll geandert werden. Die Studie wurde in eine Klinische
Studie der Phase | umgewandelt. Eine Dosisfindungsstudie in aufsteigenden Dosie-
rungsstufen (je 1x107, 5x10" oder 1x108 IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy) wurde durch-
gefiihrt. Es fand eine Anderung von Zeitpunkt und Dosierung der immunstimulieren-
den Therapie statt. Die Tiere erhielten die Therapie nun 15 und acht Tage vor der

Operation.

Durch diese Anderung ergeben sich fiir die Tiere die mit je 5x10® IU AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy (erster Teil der Studie) therapiert wurden und den Gruppen, die mit je
1x10’, 5x10" oder 1x10% IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy (zweiter Teil der Studie) be-
handelt wurden, praoperativ zwei unterschiedliche Zeitablaufe. Der postoperative
Zeitablauf unterscheidet sich fir alle funf Gruppen (Therapie mit je 1x10’, 5x107,
1x10® und 5x10° U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy und Kontrollgruppe) nicht.

3.3 Zeitlicher Ablauf

3.3.1 Zeitlicher Ablauf im ersten Teil der Studie
(je 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy)

Ausgehend vom Operationstag als Tag 1 wurden die Patienten am Tag -7 der Ein-
gangsuntersuchung unterzogen und in die Studie aufgenommen. Diese Untersu-
chung umfasste eine Allgemeinuntersuchung, eine spezielle adspektorische und pal-
patorische Untersuchung des Tumorgebietes, eine Blut- sowie eine radiologische
Untersuchung. Die erste Injektion fand ebenfalls an diesem Tag statt. Die Katzen
blieben einen Tag stationar im Katzenstall der Medizinische Kleintierklink. Am Tag -6
wurden die Katzen einer Allgemeinuntersuchung unterzogen und Blut genommen.
Lag nach tierarztlichem Ermessen keine Indikation fur einen weiteren Klinikaufenthalt
vor, konnten die Patienten an diesem Tag wieder nach Hause entlassen werden. An
den Tagen -6 bis -2 erfolgte eine genaue Beobachtung der Patienten durch die Be-
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sitzer mit telefonischer Betreuung durch den behandelnden Tierarzt. Die Besitzer
brachten die Katzen am Tag -1 morgens wieder in die Klinik, so dass nach einer All-
gemeinuntersuchung die 2. Injektion bei allen Katzen etwa 48 Stunden vor der chi-
rurgischen Entfernung des Tumors erfolgen konnte. Die Katzen blieben bis nach der

Operation stationar in der Klinik.

Am Tag 0 wurden die Katzen nach Allgemeinuntersuchung und Blutentnahme mit
einem Venenverweilkatheter fur die Operation vorbereitet. Spatestens ab dem Mittag
erfolgte ein Futterentzug. Am Morgen der Operation (Tag 1) wurde praoperativ eine
Allgemeinuntersuchung durchgefihrt und die Katzen danach zur Operation in die
Chirurgische Tierklinik verbracht. Dort wurden die Katzen durch einen Anasthesisten
in Narkose gelegt und das Operationsgebiet grof3flachig geschoren und gereinigt.
Nach der Operation verblieben die Katzen bis zum Einsetzen des Schluckreflexes in
der Chirurgischen Tierklinik, danach erfolgte die Rickverlegung in die Medizinische
Kleintierklinik, wo auch Aufwachphase, postoperative Therapie und postoperative
Allgemeinuntersuchung stattfanden. Nach der postoperativen Untersuchung am Tag
1 wurden Besitzer und uberweisende Tierarzte telefonisch Uber den Zustand der

Katzen informiert.

Die meisten Patienten konnten am Tag 2 nach Allgemeinuntersuchung und Wund-
kontrolle nach Hause entlassen werden. Nur in einzelnen Fallen mussten Katzen
nach tierarztlicher Indikation noch langer in der Klinik verbleiben. Fir den Zeitraum
zwischen der postoperativen Entlassung und dem Entfernen der Wundnahte am Tag
14 bekamen die Besitzer genaue Instruktionen zum Handling der operierten Katzen.
Am Tag 14 wurden dann die Faden der Wundnaht gezogen und neben einer allge-
meinen und einer speziellen Untersuchung des Operationsgebietes auch eine Blut-
untersuchung durchgefihrt. Ein weiterer stationarer Aufenthalt in der Tierklinik war
nun nicht mehr nétig, die Besitzer mussten die Katzen zu den Nachkontrollterminen
nun ausschlie3lich ambulant vorstellen.

Fielen den Besitzern zwischen den vereinbarten Terminen UnregelmaRigkeiten auf,
nahmen sie zuerst telefonisch Kontakt mit dem behandelnden Tierarzt auf. Wenn es
notwendig erschien, wurde ein aul3erplanmé&Riger Termin vereinbart. Um das Auftre-
ten eines Rezidivs moglichst frih zu bemerken, wurden die Besitzer dazu angehal-

ten, ihre Katzen moglichst haufig und genau selbst zu untersuchen. Am Tag 45 fand
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dann eine Rezidivkontrolle durch den behandelnden Tierarzt in der Tierklinik statt,
zusatzlich erfolgte sowohl eine Allgemeinuntersuchung als auch eine Blutentnahme.
An den Terminen Tag 90, 180, 270 und 365 wurde zusatzlich noch eine Réntgenun-
tersuchung zur Metastasensuche durchgefihrt.

Die Studie war fur die Patienten beendet, wenn die Katzen bei der Untersuchung am

Tag 365 rezidivfrei waren oder wenn vorzeitig ein Rezidiv auftrat.

3.3.2 Zeitlicher Ablauf im zweiten Teil der Studie
(je 1x107, 5x10 oder 1x10° IU AdV-h IL-2 und AdV-felFNy)

Nachdem wahrend der Durchfilhrung des ersten Teils der Studie (je 5x10° IU AdV-
hiL-2 und AdV-felFNy) bei drei Patienten Toxizitaten der CTC-Grade 4 und 5 zu beo-
bachten waren, beschloss die Projektleitung, das Studienprotokoll zu andern. Da fur
das Auftreten der starken Nebenwirkungen keine eindeutige Ursache zu erkennen
war, anderte man sowohl den Zeitpunkt der Applikation in Relation zum Operations-
zeitpunkt als auch die Dosierung der immunstimulierenden Therapie, da diese beiden
Parameter fur die aufgetretenen Toxizitdten am wahrscheinlichsten verantwortlich
gemacht werden konnten. Bei der Applikation der immunstimulierenden Therapie am
Tag -1 im ersten Teil der Studie fiel das Maximum der Transgenexpression auf Tag 1
und somit genau auf den Tag, an dem die Katzen durch die Folgen des chirurgischen
Eingriffs (Tag 0) am meisten geschwacht waren. Man entschied sich daftir, eine Do-
sisfindungsstudie der Phase | durchzufihren, bei der in aufsteigender Dosierung die
maximal tolerierbare Dosis der immunstimulierenden Therapie fur die intratumorale

Applikation herausgefunden werden sollte.

Bei dem nun folgenden zweiten Teil der Studie fanden die Aufnahme der Patienten in
die Studie und die erste Injektion bereits am Tag -14 statt. Die Zeiteinteilung erfolgte
hier wiederum ausgehend von Tag 1 als Tag der Operation. Die bei der Aufnahme
durchgefiihrten Untersuchungen waren analog zu denen der ersten Gruppe. Der sta-
tiondre Aufenthalt der Patienten beschrankte sich wieder auf einen Tag. Die Katzen
konnten also am Tag -13 nach Allgemeinuntersuchung und Blutentnahme nach Hau-
se entlassen werden. Die zweite Injektion erfolgte nach Blutkontrolle und Allgemein-

untersuchung am Tag -7. Die Patienten konnten am Tag -6 die Klinik wieder verlas-
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sen. Nach der stationdren Aufnahme am Tag O wurde mit den Katzen wie mit den
Tieren des ersten Teils der Studie verfahren. Operation, postoperativer Aufenthalt
und Nachkontrolltermine gestalteten sich ebenfalls analog zum Protokoll des ersten
Teils der Studie.

3.3.3. Zeitlicher Ablauf Kontrolltiere

Bei den Kontrolltieren wurde ausschliel3lich eine chirurgische Entfernung des Tumors
ohne zusatzliche immunstimulierende Therapie durchgefihrt. Um bei diesen Tieren
die Prognose fur eine vollstdndige Entfernung des Tumors durch Abwarten oder
durch Injektion eines Placebos in den Tumor nicht zu verschlechtern, wurde aus
ethischen Grunden von der praoperativen Injektion eines Placebos abgesehen. Die
Katzen dieser Gruppe wurden am Tag O der Eingangsuntersuchung unterzogen und
bei Aufnahme in die Studie direkt am nachsten Tag (Tag 1) operiert. Operation, stati-
onarer postoperativer Aufenthalt und Nachkontrolltermine erfolgten analog zum Pro-

tokoll der therapierten Tiere.
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3.4 Herkunft und Auswahl der Patienten

Die im Rahmen dieser Studie untersuchten Katzen wurden zum grofdten Teil durch
praktische Tierarzte Uberwiesen, ein geringer Teil der Patienten entstammt dem Pa-
tientengut der Medizinischen Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Mun-
chen. Einige Besitzer wurden durch den eigens fur das Fibrosarkom-Projekt ins Le-
ben gerufenen Internetauftritt (www.fibrosarkom.de) auf die Studie aufmerksam.

Die praktischen Tierarzte im Minchener Raum wurden durch ein Informationsschrei-
ben (siehe Anhang 12.1) von der Studie in Kenntnis gesetzt und darin gebeten, Pati-
enten mit einem fur die Studie geeignet erscheinenden Fibrosarkom zu tUberweisen.
Den Tierarzten wurde zugesagt, die Katzen fur alle tierarztlichen Malnahmen, die
nicht im Rahmen der Studie notwendig waren (z. B. Impfung, Entwurmung), wieder
an sie zurlck zu Uberweisen. Fur die Studie geeignet erscheinende Patienten wur-
den fur eine erste Untersuchung und Information der Besitzer in die Medizinische

Kleintierklink gebeten.

3.5 Eingangsuntersuchung

Beim ersten Termin in der Medizinische Kleintierklinik fand eine genaue Anamnese-
Erhebung statt und die Besitzer wurden umfassend uber die Studie informiert (siehe
Informationsschreiben Anhang, 12.2). Es erfolgte eine allgemeine Untersuchung der
Katzen sowie eine spezielle Untersuchung des Tumorgebietes. Erschienen die Kat-
zen nach diesen Untersuchungen noch geeignet fur die Studie, wurden Rdntgenbil-
der von Thorax und Abdomen angefertigt, um ein Vorliegen von Metastasen auszu-
schlielRen. Erfullten die Katzen die Einschlusskriterien in die Studie, wurden sie vor-
laufig aufgenommen. Eine endgultige Aufnahme als Studienpatient erfolgte erst nach
Bestatigung des Fibrosarkoms durch die pathologisch-histologische Untersuchung
des chirurgisch entfernten Tumors.
Die Besitzer mussten eine Einverstandniserklarung (siehe Anhang, 12.3) zur Teil-
nahme an der Studie unterschreiben und sich bereit erklaren, die notwendigen Un-
tersuchungstermine einzuhalten. Durch die Teilnahme an der Studie entstanden den
Besitzern keine Kosten, da samtliche anfallende Kosten fur die durchgefihrten Un-
tersuchungen, Operation, Nachkontrollen, Réntgenaufnahmen, Blutuntersuchungen
und notwendige Medikation durch die Studie getragen wurden. Nur wenn die Studie
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durch die Besitzer vorzeitig beendet werden sollte, wurden alle bis zu diesem Zeit-

punkt anfallenden Kosten in Rechnung gestellt.

3.6 Ein- und Ausschlusskriterien

Die Katzen konnten nur dann in die Studie aufgenommen werden, wenn nach der
ersten Untersuchung alle Einschlusskriterien erfullt waren. Diese waren dann erfullt,

wenn:

e der Besitzer mit der Teilnahme an der Studie einverstanden war

e die Katze abgesehen von der Tumorerkrankung eine Lebenserwartung von mehr
als einem Jahr hatte

¢ keine andere Tumorerkrankung vorlag

¢ in den letzten acht Wochen keine Immunsupressiva verabreicht worden waren

e zuvor keine Radio-, Chemo- oder Gentherapie durchgefihrt worden war

¢ die Tiere nicht trachtig waren

e keine Metastasen vorlagen

e der Tumor von der klinischen Untersuchung ausgehend beurteilt in einer Sitzung
operabel erschien

¢ ein histologisch oder zytologisch gesichertes Fibrosarkom (Primartumor oder Re-

zidiv) mit Lokalisation am Rumpf oder rumpfnah vorlag.

Die Verdachtsdiagnose Fibrosarkom konnte meist anhand des Vorberichts, des Pal-
pationsbefundes und des Wachstumsverhalten des Tumors erhoben werden. Auch
wurden Histologiebefunde bereits bei diesen Katzen in friheren Operationen entfern-
ter Tumoren zur Verdachtsdiagnosestellung herangezogen, sofern diese vorhanden
waren.

Es erfolgte also eine vorlaufige Aufnahme in die Studie, aus der erst durch die Er-
gebnisse der histologischen oder zytologischen Untersuchung des in der Operation

entfernten Gewebes eine endgultige Aufnahme gemacht werden konnte.
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Folgende Ausschlusskriterien fuhrten zu einer Nichtaufnahme bzw. zu einem Aus-

schluss vorlaufig aufgenommener Patienten aus der Studie:

e Es konnte nicht eindeutig ein Fibrosarkom festgestellt werden.

e Es lag eine inadaquate Lokalisation des Fibrosarkoms an Schwanz, Kopf oder
Gliedmalien vor.

e Das Tier zeigte ein schlechtes Allgemeinbefinden oder andere schwerwiegende
Krankheiten.

e Eslag ein Verdacht auf Metastasen vor.

e Es waren in den letzten acht Wochen Immunsupressiva verabreicht worden.

e Das Fibrosarkom erschien nicht in einer Sitzung vollstandig operabel.

e Es lag eine weitere Tumorerkrankung vor.

e Das Tier erhielt bereits einmal eine Chemo-, Radio- oder Gentherapie.

e Die Katze war trachtig.

e Das Tier war zu aggressiv.

Aufgrund dieser Kriterien konnten von 58 untersuchten Katzen 33 vorlaufig in die
Studie aufgenommen werden. Von diesen 33 Tieren wurden 30 Katzen endguiltig in
die Studie aufgenommen, drei Tiere mussten wieder aus der Studie ausgeschlossen

werden.
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Studie
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Anamnese
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Re., gr.
Re., gr.

Re., gr.

Pr., gr.

Re., kl.
Re., kl.
Re., gr.

Re., kl.

Pr., kl.

Pr., kl.

Staging [Grade I-1V]
Tumorlokalisation

| caudal der Schulterblatter

1] caudal der Schulterblatter

zwischen den Schulterblattern,
drei Knoten

| zwischen den Schulterblattern

| an der rechten seitlichen Brustwand
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Kontrolle mk 1 Pr., kl. | zwischen den Schulterblattern
1x10’ mk 8 Re., kl. I Kruppe, zwei Knoten

7 auf dem rechten Schulterblatt,
1x10 mk 10 Re., kI “I vier bis funf kleinere Knoten
5x10’ mk 9 Pr., kl. Il hinter dem linken Schulterblatt

5x107** mk 6 Pr., gr. 1] hinter dem rechten Schulterblatt

Kontrolle mk 6 Pr., gr. Il auf dem rechten Schulterblatt
5x10" mk 8 Pr., kl. | zwischen den Schulterblattern

Kontrolle wk 9 Re., Kl. | zwischen den Schulterblattern

* mk 9 Pr., gr.

Kontrolle mk 13 Pr., kl. | an der rechten Brustwand, zwei Knoten
1x10° mk 13 Pr., gr. 1 zwischen den Schulterblattern
1x108 wk 12 Pr., kl. | linke seitliche Bauchwand, zwei Knoten
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* = vorlaufig aufgenommene und wieder ausgeschlossene Katzen

** = dropouts

gr. = grof}, IU = Infectious Units, k = kastriert, kl. = klein, m = mannlich, Pr. = Primartumor,
Re. = Rezidiv, w = weiblich
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3.7 Durchgefihrte Untersuchungen

3.7.1 Allgemeinuntersuchung

Bei der Allgemeinuntersuchung der Katzen erfasste der untersuchende Tierarzt die
Parameter Allgemeinbefinden, Verhalten, Gewicht, Temperatur, Schleimhautfarbe,
Kapillare Fullungszeit, Herzfrequenz und Atemfrequenz. Es erfolgte eine Auskultation

von Herz und Lunge und eine Palpation des Abdomens und der Lymphknoten.

3.7.2 Spezielle Untersuchung des Tumorgebietes

Der Tumor wurde adspektorisch und palpatorisch untersucht und Grof3e, Konsistenz
und Lage genau dokumentiert. Besonderes Augenmerk wurde auch auf das Verhal-
ten des Tumors zum umliegenden Gewebe und die Beschreibung des Tumors hin-
sichtlich Verschieblichkeit und Abhebbarkeit gelegt. Die Tumoren wurden nach Tu-
morkategorie (Rezidiv oder Primartumor) und Tumorstadium (Stadium | bis V) einge-
teilt.

3.7.3 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte mittels einer Kanule aus der V. cephalica oder aus der
V. saphena. Dazu wurden die Katzen manuell fixiert. Die Blutentnahmestelle wurde
geschoren, gereinigt und desinfiziert. Zur Vollblutgewinnung wurden 2 ml Kalium-
Ethylendiamidtetraazetat(EDTA)-beschichtete Rohrchen (Sarstedt, Nurnberg), zur
Serumgewinnung 5 ml Serumréhrchen (Sarstedt, Nirnberg) verwendet. Am Tag O
erfolgte die Blutentnahme meist aus dem fur die Operation gelegten Venenverweilka-
theter (Vasofix® 0,9x25 mm, Braun, Melsungen). Eine Serumgewinnung erfolgte nur
bei der Eingangsuntersuchung und bei der Abschlussuntersuchung am Tag 365. An

den anderen Tagen wurden die notwendigen Parameter aus dem Plasma bestimmt.

3.74 Blutkonservierung und -versand

Vor der ersten und vor der zweiten Injektion wurden zusatzlich 2 ml Vollblut zur Inter-
leukin-Bestimmung nach Frankreich zur Firma Transgéne, Strasbourg geschickt. Der

Versand erfolgte gekuhlt in einer bruchsicheren Transportbox durch die Firma
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Federal Express. Das Blut wurde am Tag der Entnahme verpackt und verschickt und
erreichte sein Ziel in der Regel am Folgetag. In Frankreich wurden die Blutproben im
Rahmen der Dissertation von Marei Muller-Heidelberg mittels eines Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) auf ihre Serum-hlL-2-Konzentration untersucht.

Bei den anderen Blutentnahmen wurde ein Teil des Plasmas bei —70 °C fur eventuel-

le spatere Untersuchungen konserviert.

3.7.5 Blutuntersuchungen

Aus dem Vollblut wurden im Labor der Medizinische Kleintierklink folgende Parame-

ter bestimmt:

e Groldes Blutbild: Erythrozytenzahl, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, Hama-
tokrit, Hamoglobin

¢ Differentialblutbild mittels Blutausstrich: Stabkernige und segmentkernige

Neutrophile, Lymphozyten, Monozyten, Eosinophile, Basophile

Aus dem Plasma wurden folgende Parameter bestimmt:
e Kreatinin, Harnstoff

o Gesamtbilirubin, Triglyzeride

e Glukose, Fruktosamin

e Gesamteiweild, Albumin

e Aspartat-Amino-Transferase (AST)

e Alanin-Amino-Transferase (ALT)

e Kalzium, Phosphat, Chlorid, Natrium

Aus dem Serum erfolgte zusatzlich die Bestimmung von:
Thyroxin (T4)
FeLV- und FIV-Antikorpern

Serumgallensauren

Kalium

51



Material und Methode

3.7.6 Roéntgenuntersuchung

Um das Vorliegen von Metastasen auszuschlieen, wurden praoperativ bei der Ein-
gangsuntersuchung und bei allen Nachkontrollen ab Tag 90 Rdéntgenbilder von Tho-
rax und Abdomen angefertigt. Es wurde je eine Aufnahme des Thorax rechts und
links anliegend im latero-lateralen Strahlengang und eine latero-laterale Aufnahme
des Abdomens in rechter Seitenlage des Tieres gemacht. Bei verdachtigen Befunden

wurde der Thorax zusatzlich in ventro-dorsaler Richtung aufgenommen.

3.7.7 Narkose, Operationsvorbereitung und Operation

Die Narkoseeinleitung wurde regelmafig mit 0,2 mg/kg Koérpergewicht (KGW) i.v.
Diazepam (Diazepam-ratiopharm®10, ratiopharm, Ulm) und 6 - 8 mg/kg KGW i.v.
Propofol (Rapinovet®, Essex, Munchen) durchgefuhrt. Nur in Ausnahmefallen wurde
eine andere narkoseeinleitende Medikation durchgefuhrt (Katze Nr. 131, Medetomi-
din Domitor®, Pfizer GmbH, Karlsruhe). Die Katzen bekamen praoperativ als Analge-
tikum Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma, Grunenthal; 0,01 mg/kg KGW i.v.).
Das Operationsgebiet wurde gro3flachig geschoren, gereinigt und mit einem Propa-
nol-Biphenylol-Hautantiseptikum (Kodan®, Schilke & Mayr, Norderstedt) desinfiziert.
Die eingeleitete Narkose wurde mit 1-3 % Isofluran (IsoFlo®, Essex, Minchen) wei-
tergefuhrt. Als Tragergas diente ein Gemisch aus Sauerstoff (Medizinischer Sauer-
stoff®, Linde, Hollriegelskreuth) und Stickoxydul (Lachgas®, Linde, Hollriegelskreuth)
im Verhaltnis 1 : 2.

Nach Maéglichkeit wurden alle Katzen von demselben Chirurgen in derselben Art und
Weise operiert. In Ausnahmen operierte ein zweiter Chirurg. Es wurde nach spindell-
formiger Umschneidung der Umfangsvermehrung eine En-bloc-Resektion des Tu-
mors mit umgebendem Gewebe durchgeflhrt. Sofern es mdglich war, wurde die Re-
sektion bis 3 cm ins gesunde umgebende Gewebe durchgefliihrt. Die Narkose dauer-
te bei allen Tieren etwa 45 Minuten, die Operation etwa 25 Minuten. Die Grol3e der
Wunde betrug je nach GroRRe des entfernten Tumors zwischen funf und 12 cm. Der
exstipierte Tumor wurde geteilt. Eine Halfte wurde in Formalin eingelegt und zur pa-
thologisch-histologischen Untersuchung in das Institut flr Tierpathologie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen geschickt. Zur pathologisch-histologischen Unter-
suchung wurde der Tumor nach schrittweiser Entwasserung Uber eine Alkoholreihe
von zunehmender Konzentration und anschlieliender Entfernung des Alkohols mit

Paraffin durchtrankt und darin eingebettet. Die aus dem Paraffinblock gewonnenen
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Einzelschnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, gefarbt, entwassert und an-
schlie®end lichtmikroskopisch untersucht. Von der anderen Halfte wurde mit Hilfe
eines Skalpells ein Tumorabkratzpraparat genommen und das so gewonnene Mate-
rial auf einem Objekttrager ausgestrichen. Das Praparat wurde anschlieRend gefarbt
und im Labor der Medizinischen Kleintierklink zytologisch untersucht. Der Rest des
Tumors wurde bei —70 °C eingefroren. Sobald die pathologisch-histologische Unter-
suchung das Vorliegen eines Fibrosarkoms sicher bestatigte, wurde der vorlaufig in
die Studie aufgenommene Patient endgultig aufgenommen. Wenn die pathologisch-
histologische Untersuchung den Verdacht auf das Vorliegen eines Fibrosarkoms er-
gab und die zytologische Untersuchung das Vorliegen eines Fibrosarkoms bestatig-
te, wurde aus der vorlaufigen Aufnahme des Patienten ebenfalls eine endgultige
Aufnahme. Bei einem Befund der histologisch-pathologischen Untersuchung, der
keinen Hinweis auf das Vorliegen eines Fibrosarkoms gab, wenn aber die zytologi-
sche Untersuchung das Vorliegen eines Fibrosarkoms bestatigte, wurde der Patient
auch endgultig in die Studie aufgenommen. Wenn jedoch sowohl die pathologisch-
histologische Untersuchung als auch die zytologische Untersuchung den Verdacht
auf das Vorliegen eines Fibrosarkoms nicht bestatigten, wurde der Patient nach vor-
laufiger Aufnahme aus der Studie wieder ausgeschlossen.

Die Operationswunde wurde mit einer Zweischichtnaht verschlossen. Dabei wurde
fiir die Unterhautnaht ein Polygalactin-Faden 2-0, V326 (Vicryl®, Ethicon, Norder-
stedt) verwendet, die Hautnahte wurden mit einem Polypropylen-Faden 4-0, EH 7692
(Prolene®, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Entnahm der Operateur je nach Ope-
rationssituation auch noch einen Teil der Faszie oder der ersten Muskelschicht, so
wurde die Wunde mit einer Dreischichtnaht verschlossen. Vor und nach der Operati-

on wurde das Operationsgebiet anhand eines Fotos dokumentiert.

3.7.8 Postoperative Therapie

Nach der Ruckverlegung in die Medizinische Kleintierklink bekamen die Katzen etwa
200 ml Ringer Infusionslésung i.v. als Dauerinfusionstropf (Ringer-Lésung DAB?7,
Braun, Melsungen) zur postoperativen Flussigkeitssubstitution. Als Analgetikum wur-
de den Katzen 2x taglich Buprenorphin (Temgesic®) verabreicht. Die antibiotische
Therapie der Katzen erfolgte mit 2x taglich 12,5 mg/kg KGW i.v. Amoxicillin und Cla-

vulansaure (Augmentan®, Smith Kline Pharma, Boénen) bis zur Entlassung und
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wurde dann von den Besitzern mittels Tablettengabe mit 2x taglich 12,5 mg/kg KGW

p.o. Amoxicillin und Clavulansaure (Synulox®, Pfizer GmbH, Karlsruhe) bis zum funf-

ten Tag postoperativ fortgefuhrt.

Tag | Allgemeine Untersuchung | Rontgen Blutentnahme

-7 ° L L
6 L4

-1 L]

0 ° °

1 °

2 ° °
14 ¢ ¢
45 o °
90 ° ° °
180 ° ° °
270 ° ° °
365 ° ° °
Tabelle 4: Durchgefuhrte Untersuchungen im ersten Teil der Studie

(5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-felFNy-Gruppe)

Injektion
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Tag @ Allgemeine Untersuchung | Rdntgen Blutentnahme Injektion
14 ° ° ° )
-13 d
-7 ® ° °
-6 ®
0 b °

1 [ J
2 [ J [ J
14 o d
45 ° °
90 [ [ [
180 [ J [ J [ J
270 [ J [ J [ J
365 [ J [ J [ J
Tabelle 5: Durchgeflihrte Untersuchungen im zweiten Teil der Studie

(1x107, 5x10” und 1x10® IU AdV-hIL-2 + AdV-felFNy-Gruppe)

Tag @ Allgemeine Untersuchung | Rdntgen Blutentnahme Injektion
0 ° ° °
1 [ J
2 [ J [ J
14 i i
45 ¢ .
90 ° ° °
180 d d i
270 o o i
365 i i i

Tabelle 6: Durchgeflihrte Untersuchungen, Kontrolltiere
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3.8 Herstellung des Virusinjektates und Virusinjektion

3.8.1 Herstellung der Injektionslésung

Die Herstellung der Injektionslosung fand in einem S2-zugelassenen Labor (nach
Deutschem Gentechnikgesetz) im Institut fir Experimentelle Onkologie und Thera-
pieforschung des Klinikum Rechts der Isar statt und wurde von einer Person durch-
gefuhrt, die der S2-Kontrolle (nach Deutschem Gentechnikgesetz) unterlag. Die Vi-
ren (AdV-hIL-2 und AdV-felFNy) lagen in eingefrorenen Portionen (Lagertemperatur
— 80 °C) einer Stammlésung von 1x10"" 1U (10" IU AdV-hIL-2 /AdTG 6624 und
10" IU AdV-felFNy /AdTG 13273) vor. Am Injektionstag wurde eine Portion der
Stammldsung in 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und unter einer Sicherheits-
werkbank der Klasse 2 durch Zufligen von physiologischer Kochsalzldsung auf die
bendtigte Dosis verdunnt. Das Verdunnen wurde in einem Protokoll festgehalten. Die
Dosis fur einen Patienten wurde in einer 2 ml-Spritze aufgezogen und in einem
bruchsicheren, gekuhlten und auslaufgeschitzten Transportbehalter in die Medizini-

sche Kleintierklink gebracht.

3.8.2 Verwendete Vektoren

Die beiden in der Studie verwendeten Vektoren basieren auf humanem Adenovi-
rus 5, bei dem die E1- und E3-Region entfernt wurde. Es handelt sich also um repli-
kationsdefekte Vektoren. Das Virus transportiert die Gene fur felines IFNy oder hu-
manes IL-2 unter der Kontrolle eines CMV-Promoters und enthalt zusatzlich Beta-
globin-Splei- und PolyA-Regionen, welche eine hohe Expressionsrate sichern. Es
wurden die Viren-Chargen Ad-HulL2/AdTG6624 und AdFelFNy/AdTG13273 verwen-
det, wobei das TG fur ,Transgene” steht und damit zu erkennen gibt, welche Firma

die Viren hergestellt hat.

Nachfolgend ist die Vektorkarte der verwendeten Vektoren wiedergegeben.
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5-ITR Ad 5 genome 3'-ITR

D AE1 AE3 U
) BGI pA
MV promotor’ pGl splic Feline Interferon gamma

2

OR
BGI pA
bGl spli
MV promoto - human Interleukin 2 w
70 nm Icosaedric Adenovirus particles
Abb. 2: Vektorkarte des verwendeten Adenovirus-Vektors
3.8.3 Virusinjektion

Die Virusinjektion ebenso wie der stationare Aufenthalt der therapierten Tiere fanden
im Katzenstall der Medizinischen Kleintierklink statt, welcher nach dem Deutschen
Gentechnikgesetz flr die Haltung von Tieren unter Bedingungen der Sicherheitsstufe
S1 zugelassen ist. Bei manueller Fixierung der Tiere wurden insgesamt 2 ml der Vi-
ruslosung in die biologisch aktive Randzone des Tumors und in das Tumorbett inji-
ziert. Dabei wurde eine Kanule der Starke 23 Gauche (0,6 x 30 mm) (Braun, Melsun-
gen) verwendet und von einem Haupteinstich in voller Lange der Kanule unter leich-
tem Ruckziehen der Kanule insgesamt drei Kanale gleichmaRig mit der Injektionslo-
sung infiltriert. Waren mehrere Tumoren vorhanden, wurde stets in den grof3ten Tu-
mor injiziert. Der Zeitraum zwischen dem Auftauen der Injektionslésung und der In-
jektion betrug maximal 120 Minuten. Die Art der Applikation sowie die zur Injektion
verwendete Kanulenart und -starke waren immer gleich. Die Injektion wurde immer

von denselben zwei Personen durchgefuhrt.

3.84 Verwendete Dosierungen

Im ersten Teil der Studie fand die Virusinjektion an den Tagen -7 und -1 mit einer
Dosierung von je 5x108 IU AdV-hIL-2 und 5x10° [U AdV-felFNy statt.
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Im zweiten Teil der Studie wurde an den Tagen -14 und -7 injiziert. Dabei wurden
zuerst drei Tiere mit der Dosis 1x10” IU AdV-hIL-2 und 1x10” IU AdV-felFNy behan-
delt. Nachdem bei diesen Tieren keine Toxizitat beobachtet werden konnte, wurde
die Dosis auf 5x10” [U AdV-hIL-2 und 5x10’ AdV-felFNy gesteigert. Auch mit dieser
Dosis wurden drei Tiere behandelt. Da auch hier keine Toxizitaten auftraten, wurde
die Dosis erneut gesteigert. Mit der Dosis von 1x10® [U AdV-hIL-2 und 1x108 U AdV-

felFNy wurden weitere drei Katzen therapiert.

Verwendete Dosisstufen in U
Virus/Katze
(AdV-hIL-2 und AdV-felFNy)

Nr. der Gruppe Anzahl therapierter Tiere

1x107 T1 3
5x10’ T2 3
1x10® T3 3
5x10° T4 11
Kontrolltiere K 8
Tabelle 7: Dosisstufen

IU = Infectious Units, T1 = Therapiegruppe, behandelt mit 1x10” IU AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy, T2 = Therapiegruppe, behandelt mit 5x10” IU AdV-hIL-2 und AdV-
felFNy, T3 = Therapiegruppe, behandelt mit 1x10% 1U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy,
T4 = Therapiegruppe, behandelt mit 5x10® U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy,
K = Kontrollgruppe

Zur besseren Ubersicht werden die vier Therapiegruppen im Folgenden als Gruppen
T1, T2, T3 und T4 benannt. Dabei bezeichnet T1 die Gruppe der Tiere, die die ge-
ringste Dosis von 1x10” IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy erhalten hat. Die néchsthéhe-
re Dosis von 5x10” [lU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy erhielt die Gruppe T2. Gruppe T3
wurde mit der Dosis von 1x10® und Gruppe T4 mit der Dosis von 5x10% IlU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy therapiert.
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3.9 Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse

Die in den durchgefuhrten Untersuchungen erhobenen Daten wurden in Erhebungs-
bdgen (siehe Anhang 12.4 — 12.7) genau dokumentiert und anschlief3end in einer
Common Toxicity Criteria-Tabelle (CTC-Tabelle) hinsichtlich ihrer Toxizitat bewertet.
Als Grundlage der hier verwendeten CTC-Tabelle wurde die CTC-Tabelle Version
2.0, herausgegeben im April 1999 vom National Cancer Institut (NCI), herangezogen,

die nach tiermedizinischen Kriterien modifiziert wurde (nach WIELAND, 2002).

Die CTC-Methode dient der objektiven Bewertung der erfassten Parameter hinsicht-
lich ihrer Toxizitat. Je nach dem Ausmald ihrer Abweichung von Referenzbereichen
werden die Werte in funf Toxizitatsgrade (Grad 0-4) eingeteilt. Ist eine Nebenwirkung
so gravierend, dass dadurch das Tier stirbt oder euthanasiert werden muss, so wird
diese Nebenwirkung mit dem Toxizitatsgrad 5 erfasst. Nicht immer ist es jedoch
madglich, den Tod eines Tieres einem einzelnen Pathomechanismus bzw. einer Ne-

benwirkung eindeutig zuzuordnen.

Abweichung vom Refe-

) Auftretende Toxizitat, Malnahmen
renzbereich

Toxizitatsgrad

keine Toxizitat, keine Behandlung

Grad 0 keine erforderlich

. geringe vorubergehende Toxizitat, keine
Grad 1 gerng Behandlung erforderlich
Grad 2 maRig maRige Toxizitat, leichte therapeutische

Malnahmen erforderlich

schwerwiegende Toxizitat, therapeuti-
Grad 3 deutlich sche MalRnahmen erforderlich, eventuell
stationarer Aufenthalt notig

lebensbedrohliche Toxizitat, stationarer

Grad 4 stark Aufenthalt nétig
Grad 5 stark Tod des Tieres oder Euthanasie
notwendig
Tabelle 8: CTC-Toxizitatsgrade

59



Material und Methode

Die in der CTC-Tabelle erfassten Toxizitatsgrade werden dann bewertet hinsichtlich
ihres Zusammenhangs mit der durchgefuhrten Therapie. Hierzu definiert man so ge-

nannte Korrelationsgrade.

Korrelationsgrad | Zusammenhang der aufgetretenen Toxizitat mit der durchge-
fuhrten Therapie

Grad 1 sicher nicht
Grad 2 wahrscheinlich nicht
Grad 3 vielleicht
Grad 4 wahrscheinlich
Grad 5 sicher

Tabelle 9: CTC-Korrelationsgrade

Die in dieser Studie untersuchten CTC-Parameter und die Kriterien zur Bewertung
dieser Parameter hinsichtlich der CTC-Grade gibt Tabelle 10 wieder.
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3.10 Statistische Methoden

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden nur die Parameter solcher Katzen
ausgewertet, die die Studie nach dem vorgegebenen Studienprotokoll vollstandig
durchlaufen hatten (per-protocol-Auswertung). Alle im Rahmen der Studie bei diesen
Katzen erhoben Daten wurden zunachst in Erhebungsbogen (siehe Kapitel 12.4 —
12.7) niedergeschrieben und dann die festgelegten CTC-Toxizitatsparameter in eine
Datentabelle (Excel 2000, Microsoft) Ubertragen. Zu diesen Werten wurden die zu-
gehorigen und im Studienprotokoll festgelegten CTC-Toxizitatsgrade ermittelt und
ebenfalls in der Datentabelle erfasst. Es wurden sieben klinische Parameter (Ernah-
rungszustand, Pflegezustand, Verhalten, Herzfrequenz, Atemfrequenz, Auskultation
von Herz und Lunge) erfasst, die keinen direkten Eingang in die CTC-Tabelle erhiel-
ten, jedoch Einfluss auf den modifizierten Karnofsky-Index hatten. Zusatzlich wurden
59 Parameter erfasst, die in der CTC-Tabelle (siehe Tab. 10) dokumentiert und be-
wertet wurden. 22 dieser Werte waren labordiagnostischer Art (z. B. Kreatinin, E-
rythrozyten, Glucose), die restlichen 37 Parameter wurden durch klinische Untersu-
chung erhoben (z. B. Schleimhautfarbe, Ataxie, Reaktion an der Injektionsstelle).

Um den unterschiedlichen Zeitplanen der Patienten in der Studie Rechnung zu tra-
gen und die ermittelten Werte dieser Gruppen miteinander vergleichen zu kdnnen,
wurden fur die Gruppen vergleichbare Tage definiert und zusatzlich mit Buchstaben-
codes versehen. So wird etwa der Tag der ersten Untersuchung bei allen Katzen mit
dem Buchstaben A codiert. Bei der Kontrollgruppe ist dies der Tag 0, bei der Gruppe
T4 mit der Dosierung 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy der Tag -7 und bei den
anderen Dosierungsgruppen (T1, T2 und T3) der Tag —14. Zu einigen Werten der
therapierten Gruppen (Tag nach der ersten Injektion, Tag vor und Tag nach der zwei-
ten Injektion) gibt es keine Entsprechung bei der Kontrollgruppe. An solchen Tagen
wurden nur die Therapiegruppen miteinander verglichen. Ab dem Tag der Operation
laufen alle Gruppen im Zeitplan wieder konform (graphische Darstellung der zeitli-
chen Ablaufe siehe Abb. 1, zur Vergleichbarkeit der Gruppen anhand von Buchsta-
bencodes siehe Tab. 16).

Anhand der CTC-Tabelle wurden 20 Parameter ermittelt, bei denen Toxizitaten auf-
traten und eine Korrelation zwischen dem Auftreten der Toxizitat und der verabreich-
ten Therapie vermutet wurde und diese Werte statistisch untersucht. Dabei wurde flr
alle Werte aulier Karnofsky-Index, Anorexie und Gewicht eine sogenannte baseline-

Korrektur durchgefuhrt, d. h. von dem zu untersuchenden Wert wurde der am Tag
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der ersten Untersuchung (Tag A) ermittelte Wert subtrahiert. Die statistische Auswer-
tung wurde vom statistischen Beratungslabor der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen (Leiter: PD Dr. H. Kichenhoff) mit Hilfe des Statistikprogrammes ,Statistical
Package for the Social Science (SPSS) for Windows Version 10.0“ durchgefuhrt. Fur
die Berechnung von signifikanten Unterschieden zwischen einzelnen Parametern
wurde eine Varianzanalyse durchgefuhrt. Vor der Untersuchung wurden p-Werte
< 0,05 als signifikant bzw. Werte < 0,01 als hochsignifikant festgelegt.

Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen dem Parameter Gewichtsverande-
rung und den Parametern Tumorart (Rezidiv oder Primartumor), Staging und Alter
der Katze untersucht, ebenso die Korrelation zwischen Gewichtsverlust und Serum-
hIL-2-Spiegel. Der Korrelationskoeffizient ist ein Mal} fur den Grad der linearen Ab-
hangigkeit zweier Merkmale.

Die Analyse der rezidivfreien Zeit wurde ebenfalls mit Hilfe des SPSS ermittelt und
fur diesen Parameter eine Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt.

Die sich bei den jeweiligen Parametern ergebenden signifikanten Unterschiede fur
die verschiedenen Gruppen werden im Kapitel 4 beschrieben. Auf die Darstellung
aller erfassten Messwerte (ca. 20000 Datenpaare) musste verzichtet werden, da das

den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt hatte.
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4 Ergebnisse

4.1 Im Rahmen der Studie untersuchte Patienten

In der Medizinischen Kleintierklink wurden insgesamt 58 Katzen der Eingangsunter-
suchung unterzogen. Von diesen Patienten konnten 25 Tiere nicht in die Studie auf-
genommen werden. Von den 33 vorlaufig aufgenommenen Katzen mussten drei Tie-
re wieder aus der Studie ausgeschlossen werden, 30 Tiere wurden endgultig in die

Studie aufgenommen.

41.1 Nicht aufgenommene Patienten

Bei den 25 Tieren, die bereits bei der ersten Untersuchung nicht in die Studie aufge-
nommen werden konnten, lagen unterschiedliche Ausschlusskriterien vor. Bei funf
Katzen bestand der Verdacht auf das Vorliegen von Lungenmetastasen, bei drei Tie-
ren konnte festgestellt werden, dass kein Fibrosarkom vorlag. Sechs Tiere mussten
abgelehnt werden, weil der Tumor nicht in einer Sitzung operabel oder nicht vollstan-
dig operabel erschien, eine Katze wies ein Fibrosarkom an der GliedmalRe auf. Bei
drei Katzen lag zusatzlich zum Fibrosarkom eine zweite Tumorerkrankung vor und
zwei Tiere konnten wegen Aggressivitat nicht in die Studie aufgenommen werden.
Eine Katze war mit immunsuprimierenden Medikamenten vorbehandelt. Bei drei Pa-
tienten war das Fibrosarkom an der Oberflache bereits ulzeriert und eine Katze wies
einen sehr schlechten Allgemeinzustand auf und konnte deswegen nicht in die Stu-

die aufgenommen werden.

4.1.2 Wieder ausgeschlossene Patienten

Von den 33 vorlaufig aufgenommenen Katzen mussten drei Tiere nach dem Vorlie-
gen des Ergebnisses der histologisch-pathologischen Untersuchung wieder aus der
Studie ausgeschlossen werden, da sich der Verdacht auf das Vorliegen eines Fibro-
sarkom nicht bestatigte (zwei Osteosarkome, Katzen Nr. 112 und 127; ein Lipom,
Katze Nr. 118).
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4.1.3 Behandelte Patienten

30 Katzen wurden endgultig in die Studie aufgenommen.

4.1.3.1 Geschlechtsverteilung der behandelten Patienten

Von den 30 aufgenommenen Patienten mit Fibrosarkom waren 13 weiblich und 17
mannlich. Das entspricht einer Geschlechtsverteilung von 1 : 1,3 weiblicher zu mann-

lichen Katzen

4.1.3.2 Altersverteilung der behandelten Patienten

Die altesten in die Studie aufgenommenen Katzen waren zum Eintritt in die Studie 17
Jahre, die jungsten Katzen sechs Jahre alt. Der Altersdurchschnitt der Patienten zum
Eintritt in die Studie lag bei 9,9 Jahren. Besonders haufig vertreten waren Katzen im
Alter von 6, 7, 9, 10 und 13 Jahren

Alter Anzahl behandelter Tiere
6 4
7 4
8 3
9 4
10 5
11 2
12 1
13 4
15 1
17 2
Tabelle 11: Altersverteilung der in der Studie behandelten Katzen zum Zeitpunkt

der Aufnahmeuntersuchung
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4.1.3.3 Verteilung Primartumoren/Rezidive und Tumorstaging

Von den 30 in die Studie aufgenommenen Patienten hatten acht Katzen einen Pri-
martumor mit einem Durchmesser von 3 cm oder kleiner, bei funf Patienten war der
Primartumor groRer als 3 cm. Ein Rezidiv mit einem Durchmesser von 3 cm oder
kleiner konnte bei 11 Katzen festgestellt werden, bei sechs Patienten war das Rezi-

div bei der Eingangsuntersuchung bereits gréflier als 3 cm.

Primartumor | Primartumor Rezidiv Rezidiv
<3cm >3 cm <3cm > 3cm
Anzahl der Patienten 8 5 11 6
Tabelle 12: Verteilung Primartumoren und Rezidive bei den behandelten Patienten

Die aufgenommenen Patienten wurden zusatzlich beurteilt hinsichtlich des Tu-
morstagings (nach HIRSCHBERGER und KESSLER 2001). Bei 11 Katzen konnte
ein Tumor Grad | (Tumor < 2 cm ohne das Vorliegen von Metastasen in regionaren
Lymphknoten oder Fernmetastasen) festgestellt werden, acht Patienten hatten ein
Fibrosarkom mit einer GroRe zwischen 2 und 3 cm ohne das Vorliegen von Metasta-
sen (Grad Il). Bei sechs Katzen lag ein Tumor mit einer GréRe > 3 cm ohne das Vor-
handensein von Metastasen vor (Grad Ill). Tumoren jeder Grolde mit gleichzeitigem
Auftreten von Metastasen in regionaren Lymphknoten oder Fernmetastasen (Grad
IV) wurden bereits bei der Eingangsuntersuchung aufgrund der Ausschlusskriterien

nicht in die Studie aufgenommen.

Grad | Grad Il Grad lll Grad IV
Anzahl der Patienten 16 8 6 0
Tabelle 13: Verteilung der Tumorstaginggrade bei den behandelten Patienten

(nach HIRSCHBERGER und KESSLER, 2001)
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4134 Lokalisation der Tumoren

Da bereits im Anschreiben an die Tierarzte im Munchener Umland um eine Vorselek-
tierung der in die Studie Uberwiesenen Fibrosarkom-Patienten gebeten wurde, ka-
men zur Untersuchung in die Medizinische Kleintierklink auch Uberwiegend Tiere, bei
denen das Fibrosarkom im Rumpfbereich lokalisiert war. Als Lokalisation des Tumors
bei den 30 in die Studie aufgenommenen Patienten konnte am haufigsten der Be-
reich zwischen den Schulterblattern (11 Katzen) und die seitliche Brustwand (11 Kat-
zen) ausgemacht werden. AulRerdem kamen Fibrosarkome auf den Schulterblattern
(drei Katzen), im dorsalen Ruckenbereich (zwei Katzen), auf der Kruppe (eine Kat-

ze), im Nacken (eine Katze) und an der seitlichen Bauchwand (eine Katze) vor.

Interskapular- |  Seitliche Dorsaler Seitliche
bereich Brustwand Schulterblatt Ricken Nacken Bauchwand Kruppe
Anzahl
der Pati- 11 11 3 2 1 1 1
enten
Tabelle 14: Lokalisation der Fibrosarkome bei den behandelten Patienten
4.1.4 Wahrend der Behandlung ausgeschlossene Patienten

Zwei Katzen mussten im Verlauf der Studie wegen einer nicht gemal Studienproto-
kolles durchgefuihrten Behandlung von der Studie ausgeschlossen werden. Katze
Nr.108 wurde nach der ersten immunstimulierenden Injektion von der Uberweisenden
Tierarztin mit Kortison behandelt. Die andere Katze (Nr. 123) erwies sich nach der
1. Injektion als derart aggressiv, dass diesem Tier weitere Untersuchungen und the-
rapeutische Mallhahmen im Rahmen der Studie nicht zugemutet werden konnten.
Diese beiden Katzen wurden endglltig in die Studie aufgenommen, da sie alle
Einschlul3kriterien erfullten, dann aber aufgrund einer nicht gemafR Studienprotokoll
durchgefuhrten Behandlung als sogenannte ,dropouts” von der Studie ausgeschlos-
sen. Beide Katzen gehoéren zum intended-to-treat-Kollektiv (insgesamt 22 Katzen).

Da die Katzen Nr. 108 und Nr. 123 jedoch mit jeweils nur einer Injektion unvollstan-
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dig mit dem zu testenden viralen Vektor therapiert wurden, sind sie in der Betrach-
tung der Toxizitat und der rezidivfreien Zeit nicht enthalten. Bei der Betrachtung von
Alter, Geschlecht, Lokalisation, Tumorart und —staging (Kap. 4.1.3.) sind diese bei-
den Katzen enthalten, ab Kap. 4.2 wird nur noch das per-protocol-Kollektiv (Katzen,

die die Studie gemaf Protokoll durchlaufen haben) berticksichtigt.

4.2 Dosisfindung

4.2.1 Dosisgruppen

Von den 28 in die Studie aufgenommenen Patienten (nur per-protocol-Kollektiv) wur-
den 20 Tiere praoperativ zusatzlich zur chirurgischen Entfernung des Tumors mit
immunstimulierender Therapie behandelt, acht Katzen wurden als Kontrolltiere aus-
schliel3lich der Operation des Tumors unterzogen. In dieser Phase |I-Studie wurden
bereits Kontrolltiere verwendet, um den Trend im Effekt der Therapie zu erkennen.
Von den therapierten Tieren erhielten drei Tiere die Dosis von 1x107 IU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy, je drei Tiere bekamen die Dosis 5x10” IU bzw. 1x10® IU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy. Mit der héchsten Dosis von 5x10® IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy
wurden elf Katzen behandelt.

Die Dosisfindung wurde durch Injektion steigender Konzentration von Virusvektoren,
Messung des Interleukin-2-Spiegels im peripheren Blut und Uberwachung der auftre-
tenden Toxizitaten erreicht. Bei der verwendeten Anfangsdosis von 5x10% U AdV-
hiL-2 und AdV-felFNy flr die praoperative intratumorale Applikation orientierte man
sich an der von WIELAND (2002) ermittelten Maximal Tolerierbaren Dosis (MTD) bei
der postoperativen adjuvanten Therapie des felinen Fibrosarkoms mit AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy. Die Dosis von 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy war bei funfmaliger
postoperativer Gabe ins Tumorbett in einem Zeitraum von sieben Tagen nach der
chirurgischen Tumorentfernung gut vertragen worden und wurde daher als Dosis fur
die zuerst geplante Phase [I-Studie mit zu testender intratumoraler Injektion verwen-
det. Da bei dieser anfanglich verwendeten Dosierung Toxizitaten auftraten, wurden
die Phase |I-Studie abgebrochen und in einer Dosisfindungsstudie nun in aufsteigen-
der Dosierung Katzen mit geringeren Dosen therapiert. In Hinblick auf die auftreten-

den Toxizitaten und die messbaren hlL-2-Spiegel im Serum konnte die Dosis von
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1x10® IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy als die Maximal Tolerierbare Dosis (MTD) ermit-

telt werden. Bei dieser Dosis traten keine messbaren Serum-hlL-2-Spiegel auf.

4.2.2 Interleukin-2-Spiegel

Die Serum-Interleukin-2-Spiegel der Patienten wurden im Rahmen der Doktorarbeit
von Marei MULLER-HEIDELBERG (2003) bei der Firma Transgéne in Strasbourg
bestimmt. Dabei wurde bei 1:4 verdinnten Proben ein Serum-hlL-2-Wert von unter
90 pg/ml als unsicher angesehen, nur Messwerte ab 90 pg/ml wurden in der Unter-
suchung als sicher nachweisbar bericksichtigt. Es wurde Blut von allen Katzen der
Gruppe T4 und der Gruppe T3 sowie Blut einer Katze der Gruppe T2 untersucht.
Nachdem bei keiner Katze der Gruppe T3 ein Serum-hlL-2-Spiegel nachweisbar war,
wurde von den Katzen, die eine niedrigere Dosierung erhalten hatten, kein Serum
mehr untersucht. Bei keinem Patienten der Gruppe T2 oder der Gruppe T3 konnte zu
irgendeiner Zeit ein Serum-Interleukin-2-Spiegel gemessen werden. Erst bei der ho-
heren und klinisch schlecht tolerierteren Dosis in der Gruppe T4 konnte die Transge-
nexpression mit Abschwemmung in den Blutkreislauf durch messbare Serum-
Interleukin-2-Spiegel nachgewiesen werden. Hier war ein Peak nach 24 Stunden
sichtbar, eine Uber Tag 0 hinausgehende messbare Serum-Interleukin-2-
Konzentration konnte nur bei Katze Nr. 107 beobachtet werden, wobei hier jedoch
am Tag 2 und am Tag 14 kein messbarer hIL-2-Spiegel vorhanden war. MULLER-
HEIDELBERG verglich zusatzlich die Serum-IL-2-Spiegel der intratumoral mit 5x10°
IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapierten Katzen (Gruppe 4) mit denen aus der
Studie von WIELAND (2002), die postoperativ ins Tumorbett ebenfalls mit einer Do-
sis von 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapiert wurden. Dabei ergaben sich
bei der intratumoralen Injektion trotz gleicher Dosierung von 5x10® IU AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy mehr als doppelt so hohe Interleukin-Konzentrationen (Mittelwert 716
pg/ml) als bei postoperativer Injektion ins Tumorbett (Mittelwert 286 pg/ml). Zusatz-
lich war ein Serum-IL-2-Spiegel bei allen Katzen, die intatumoral mit 5x10° IU AdV-
hiL-2 und AdV-felFNy behandelt wurden, nachweisbar. Bei den Katzen, die dieselbe
Dosis postoperativ ins Tumorbett injiziert bekommen hatten, war das nur bei 21 von
29 der Katzen der Fall.
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Nummer
der
Katze

101

102

104

106

107

109

110

111

112

113

114

115

129

130

131

133

Tabelle 15:

Therapiegruppe

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10% IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

1x10° U AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

1x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

1x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

5x10" IU AdV-hIL-2 + AdV-
felFNy

d-14 | d-7
* 0
* 0
* 0
* 0
* 0
* 0
* 0
* 0
* 0
0 0
0 0
0 0
0 0

d-6

454

567

133

*%*

1635

789

305

564

*%*

1280

*%*

*%*

do

137

*%

90

*%

118

*%

d2 | d14 d45 d90

*%*

*%*

*%*

*k%*

*%*

*%*

*%*

*%*

*%

hIL-2-Serumkonzentrationen behandelter Katzen bei intratumoraler Applika-
(in pg/ml)

tion von AdV-hIL-2
HEIDELBERG, 2003)

d = Tag, IFN = Interferon, IL = Interleukin, ml = Mililiter, pg = Pikogramm

und AdV-felFNy

(nach  MULLER-

* = Katzen der Gruppe 5x10° IU AdV-hIL-2 + AdV-felFNy erst an Tag -7 in

die Studie aufgenommen

** = flr diese Tage liegen keine Blutproben vor

*** = Katze Nr. 113 und 115 gestorben an Tag 5 bzw. Tag 2

270

*%

*kk

*kk
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4.2.3 Antikdrper gegen Adenoviren

Im Rahmen der Doktorarbeit von Marei MULLER-HEIDELBERG (2003) wurde wei-
terhin das Auftreten von neutralisierenden antiadenoviralen Antikérpern im Serum
der Katzen mithilfe eines Enzym-linked immunosorbent assay (ELISA) gemessen. Es
wurden Blut von allen Katzen der Gruppe 3 und 4 sowie Blut einer Katze der Gruppe
2 untersucht. Bei drei Katzen (Nr. 113, 114, 115) wurden bereits vor der ersten Injek-
tion neutralisierende Antikdrper gefunden. Die Prozentwerte der Neutralisation sind
in Tabelle 16 aufgefluhrt.

Auch hier verglich MULLER-HEIDELBERG die Katzen der zweimal intratumoral be-
handelten Gruppe, die 5x10® U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy erhalten hatten, mit der
Gruppe von WIELAND (2002), die dieselbe Dosis funfmal postoperativ ins Tumorbett
verabreicht bekommen hatten. Verglichen mit der Applikation von 5x108 IU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy postoperativ ins Tumorbett zeigte sich bei den Katzen, die die glei-
che Dosis intratumoral erhalten hatten, eine spater einsetzende und schwacher aus-
fallende Immunantwort auf das Virus. Die Neutralisationskapazitat erreichte nach
einem Monat bei den postoperativ therapierten Tieren fast dreimal so hohe Werte

wie bei den intratumoral injizierten Katzen.
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Neutralisation, intratumorale Applikation

Nummer
der Therapiegruppe | d-14 d-7 | d-6 | dO d2 di4 @ d45 @ d9o

Katze

101 5x10° U AdV-hiL-2 | « * 0 34 | 56 - 51 36

+ AdV-felFNy

102 5x10° IU AdV-hIL-2 * " 0 0 27 61 31 0
+ AdV-felFNy

104 5x10° IU AdV-hIL-2 * 0 0 0 41 39 7 0
+ AdV-felFNy

106 5x10° IU AdV-hIL-2 * 0 *x 32 e 52 73 85
+ AdV-felFNy
+ AdV-felFNy

109 5x10° IU AdV-hIL-2 * *k 0 ok 0 0 93 34
+ AdV-felFNy

110 5x10° IU AdV-hIL-2 * 0 0 52 31 19 2 *x
+ AdV-felFNy

111 5x10° IU AdV-hIL-2 * 0 0 0 0 0 0 0
+ AdV-felFNy

112 5x10° U AdV-hiL-2 | = 0 = - - 83 87 0
+ AdV-felFNy

1 13 5X108 IU AdV'hIL'2 * 1 1 1 81 *%k%* *k%* *k*% *%k%*
+ AdV-felFNy

114 5x10° IU AdV-hIL-2 * 17 o 78 o 54 25 0
+ AdV-felFNy

1 1 5 5X1 08 IU AdV—hIL—2 * 22 *% 64 *% * k% k%% * k%
+ AdV-felFNy

129 1x10° IU AdV-hIL-2 0 0 0 83 *w 81 37 0
+ AdV-felFNy

130 1x10° IU AdV-hIL-2 0 15 11 " . 79 65 64
+ AdV-felFNy

131 | WIOCWAdVNIL2 g | 97 36 80  ** | 72 44 8
+ AdV-felFNy

133 5x10” IU AdV-hIL-2 0 0 0 14 "k 1 0 0
+ AdV-felFNy

Tabelle 16: Prozentwerte der Neutralisation Uber die Zeit, intratumorale Applikation (Verdin-

nung 1:800) (MULLER-HEIDELBERG, 2003)

d = Tag, IFN = Interferon, IL = Interleukin

* = Katzen der Gruppe 5x10% IU AdV-hIL-2 + AdV-felFNy erst an Tag -7 in die Studie
aufgenommen

** = flr diese Tage liegen keine Untersuchungen vor

*** = Katze Nr. 113 und 115 gestorben an Tag 5 bzw. Tag 2
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4.3 Toxizitatsuntersuchung

Da in der Studie sowohl Kontrolltiere als auch die verschiedenen Therapiegruppen
einem unterschiedlichen zeitlichen Ablauf unterworfen waren, mussten zur Ver-
gleichbarkeit der erhobenen Toxizitatsdaten vergleichbare Tage definiert werden.
Dazu wurden die Untersuchungstage mit Buchstabencodes versehen. So entspricht
etwa der Tag der ersten Untersuchung bei allen Katzen dem Buchstabencode A. Bei
der Kontrollgruppe ist dieser Tag der Tag 0, bei der Gruppe T4 der Tag —7 und bei
den anderen Dosisgruppen der Tag —14. Die Tage nach der 1. Injektion, vor und
nach der 2. Injektion konnen nur bei den therapierten Tieren miteinander verglichen
werden, da diese Tage bei den Kontrolltieren nicht vorhanden sind. Ab dem Tag
nach der Operation (Tag 2 bzw. Buchstabencode E) ist der Ablauf bei allen Gruppen
wieder identisch. Fir den Tag der Operation wurde kein Buchstabencode definiert,
da an diesem Tag aul3er einer pra- und postoperativen klinischen Untersuchung kei-

ne weiteren Untersuchungen durchgefuhrt wurden.
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Buchstabencode A B C D E F G H I J K
Kontrollgruppe 0 * * * 2 14 45 | 90 180 270 365

Gruppe T1, T2 14 | 13 -7 6 2 14 45 90 | 180 270 365

und T3
Tabelle 17: Definition des Buchstabencodes zur Vergleichbarkeit der verschiedenen Therapiegrup-
pen

* = dieser Tag ist bei der Kontrollgruppe nicht vorhanden, da bei dieser Gruppe keine In-
jektionen durchgefihrt wurden
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4.3.1 Allgemeinbefinden

Bei den durchgefuhrten Untersuchungen konnte das Allgemeinbefinden der Patien-
ten in der CTC-Tabelle mittels des modifizierten Karnofsky-Index erfasst und bewer-
tet werden. Bei sechs Katzen (zwei Kontrollen, drei Katzen Gruppe T4, eine Katze
Gruppe T3) konnte ein reduziertes Allgemeinbefinden mit Toxizitatsgrad 2 festgestellt
werden. Die Veranderungen umfassten Tag 2 (zwei Katzen Gruppe T4, eine Kontrol-
le), bei Katze Nr. 114 und Nr. 115 (beide Gruppe T4) konnte ein reduziertes Allge-
meinbefinden nach der 1. Injektion beobachtet werden. Katze Nr. 117 (Kontrollkatze)
zeigte bei den Nachkontrollen Tag 290 und 365 ein deutlich reduziertes Allgemeinbe-
finden. Das schlechte Allgemeinbefinden dieser Katze zu diesen Nachuntersu-
chungsterminen konnte auf ein hohes Alter und einen schlechten Pflegezustand zu-
ruckgefuhrt werden. Bei Katze Nr. 114 (Gruppe T4) und Nr. 129 (Gruppe T3) wurde
um den Tag 180 ein schlechtes Allgemeinbefinden (Grad 3) festgestellt. Beide Tiere
mussten zu diesem Zeitpunkt wegen des Auftretens von Metastasen und ihres damit
verbundenen sehr schlechten Allgemeinzustandes euthanasiert werden. Bei funf wei-
teren Tieren (Nr. 100, Kontrolle; Nr. 102, 106, 113, 115, alle Gruppe T4) wurde ein
reduziertes Allgemeinbefinden mit Toxizitatsgrad 3 an Tag 0, Tag 1 oder Tag 2 fest-
gestellt, drei dieser funf Patienten erholten sich jedoch schnell wieder. Katze Nr. 113
und 115 (beide Gruppe T4) verstarben an Tag 5 bzw. an Tag 2 (siehe Einzelfallbe-
schreibungen 4.4).

Bei der statistischen Untersuchung fur den Parameter Karnofsky-Index konnten flr
keinen Untersuchungszeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den vier Thera-

piegruppen ermittelt werden.

Tag
B C D E F G H

Ka{ngfsky- 0,867 = 0,731 = 0,867 @ 0,325 0,667 n.d. 0,624
naex

Tabelle 18: p-Werte des Parameters Karnofsky-Index an den Tagen B - H
n.d. = nicht durchgefuhrt
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4.3.1.1 Atemfrequenz und Herzfrequenz

Die Parameter Atemfrequenz und Herzfrequenz wurden bei jeder Untersuchung er-
fasst. Die Atemfrequenz variierte mit Werten zwischen 60 und 120 Atemzugen pro
Minute. Bei der Herzfrequenz konnten zwischen 160 und 220 Schlagen pro Minute
gemessen werden. Diese Werte wurden jedoch weder in der CTC-Tabelle erfasst
noch statistisch ausgewertet, da sich Atemfrequenz und Herzfrequenz bei den meis-

ten Katzen bei der tierarztlichen Untersuchung stressbedingt erhdhen.

43.1.2 Auskultation von Herz und Lunge

Die Auskultation von Herz und Lunge wurde routinemallig bei jeder Untersuchung
durchgefuhrt. Es konnten hierbei jedoch keine Veranderungen im Verlauf der Thera-
pie und Nachkontrollen festgestellt werden. Dieser Parameter wurde in der CTC-
Tabelle erfasst, jedoch nicht statistisch ausgewertet, da bei diesem Parametern kei-

ne Toxizitat zu beobachten war.

43.1.3 Kapillare Fullungszeit und Schleimhautfarbe

Die kapillare Fullungszeit (KFZ) lag bei allen Katzen im physiologischen Bereich von
< 2 Sekunden, nur bei Katze Nr. 129 (Gruppe T3) war die KFZ am Tag 2 etwas ver-
zogert (CTC-Grad 1). Diese Katze hatte ein geringes Korpergewicht. Nach Entfer-
nung eines Tumors im Interskapularbereich bildete sich durch fehlendes Unterhaut-
fettgewebe in diesem Bereich eine grole Wundhoéhle, in die postoperativ Blutungen
auftraten. Die Katze verblieb nach der Operation bis zum Tag 9 in der Klinik. Nach
Anlegen eines Druckverbandes erreichte die KFZ dieser Katze am Tag 3 wieder den

Referenzbereich.

Die Schleimhautfarbe war bei den meisten Katzen von blassrosa bis rosaroter Farbe.
Bei sechs Katzen (eine Katze aus der Kontrollgruppe, eine Katze Gruppe T2, eine
Katze Gruppe T3, drei Katzen Gruppe T4) konnten blasse Schleimhaute (CTC-Grad
2) beobachtet werden. Diese Veranderungen traten vor allem im postoperativen Zeit-
raum auf (Tag 1 und 2) und nahmen spatestens am Tag 10 wieder normale Werte
an. Bei Katze Nr. 113 (Gruppe T4) wurde eine gelbliche Verfarbung der Schleimhau-
te (CTC-Grad 3) mit auftretenden Unterhautblutungen (Petechien) an Tag 1 beo-
bachtet (siehe Einzelfallbeschreibungen 4.4).
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43.1.4 Gewicht

Bei der Auswertung des Parameters Gewicht wurde unterschieden zwischen Ge-
wichtszunahme und Gewichtsverlust. Bei den Patienten dieser Studie war ein Ge-
wichtsverlust weit haufiger zu beobachten als eine Gewichtszunahme.

Eine Gewichtszunahme zwischen dem Tag der Eingangsuntersuchung (Tag A) und
dem Tag nach der Operation (Tag E) konnte bei zwei Katzen (Nr. 124 und Nr. 128,
beide Kontrollgruppe) festgestellt werden. Allerdings war die Gewichtszunahme so
gering (< 5 %), dass sie dem CTC-Toxizitatsparameter O entspricht. Zwischen Tag A
und Tag H (Nachuntersuchungstermin Tag 90) konnte eine Gewichtszunahme bei
acht Katzen beobachtet werden. Dabei zeigten sechs Katzen (drei Katzen Gruppe
T1, drei Katzen Gruppe T4) eine sehr geringe Gewichtszunahme (Grad 0 oder Grad
1), zwei Katzen (Nr. 126, Kontrolle und Nr. 133, Gruppe T2) hatten in diesem Zeit-
raum zwischen 10 — 20 % ihres Ausgangskorpergewichtes zugelegt, was dem CTC-

Grad 2 entspricht.

Bei dem Parameter Gewichtsabnahme zeigt sich eine deutliche Differenz bei den
unterschiedlichen Gruppen. Zwischen Tag A (Eingangsuntersuchung) und Tag E
(Tag nach der Operation) konnte fir sechs Katzen eine Reduktion des Koérperge-
wichtes zwischen 10 und 20 % (Grad 2) verzeichnet werden. Alle diese Katzen wa-
ren mit der hochsten Dosis behandelt worden. Keine Katze der anderen Gruppen
zeigte eine so deutliche Gewichtsabnahme. Eine geringe Abnahme des Korperge-
wichtes (5 - 10 %, Grad 1) zwischen Tag A (Eingangsuntersuchung) und Tag E (Tag
nach der Operation) konnte dagegen bei acht Katzen registriert werden. Davon war
jeweils ein Tier aus der Kontrollgruppe und der Gruppe T1 und T3, zwei Katzen aus
der Gruppe T2 und drei Katzen aus der Gruppe T4 betroffen. Bis zu dem Nachunter-
suchungstermin Tag 90 (Tag H) hatten bis auf vier Tiere alle Katzen den Gewichts-
verlust wieder ausgeglichen. Zu diesem Zeitpunkt zeigten noch vier Katzen einen
geringen Gewichtsverlust des Grades 1 (zwei Kontrollkatzen und zwei Katzen der
Gruppe T4). Jeweils eine Katze der Kontrollgruppe und eine Katze der Gruppe T1
zeigte noch einen etwas deutlicheren Gewichtsverlust von 10 - 20 % des Ausgangs-
gewichtes (Grad 2) am Tag 90. Katze Nr. 128 (Kontrollgruppe) zeigte auch in den
folgenden Nachuntersuchungen einen deutlichen Gewichtsverlust. Am Tag 180 wur-
de bei dieser Katze ein Gewichtsverlust von 16 % im Verhaltnis zum Ausgangsge-

wicht gemessen, was dem CTC-Grad 2 entspricht. Auch bei den Nachuntersu-
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chungsterminen am Tag 270 und 365 zeigte die Katze einen deutlichen Gewichtsver-
lust von 31 % (CTC-Grad 3). Katze Nr. 129 (Gruppe T3) zeigte am Tag 180 ebenfalls
einen Gewichtsverlust entsprechend dem CTC-Grad 3. Die Katze wurde am Tag 194
wegen des Auftretens von Metastasen und stark gestértem Allgemeinbefinden eu-
thanasiert. Zwei Katzen der Kontrollgruppe (Nr. 117 und Nr. 119) zeigten bei der letz-
ten Untersuchung am Tag 365 einen deutlichen Gewichtsverlust des CTC-Grades 3.
Drei Katzen (Nr. 100, 126, 133) wurden bereits am Abend des Operationstages
(Tag 1) entlassen. Fur diese Patienten wurde das am Operationstag ermittelte Ge-

wicht fur die Betrachtung der Gewichtveranderung von Tag A-E herangezogen.

Die statistische Auswertung des Parameters Gewichtsverlust ergab signifikante Un-
terschiede zwischen den vier Therapiegruppen fur den Tag E, fur den Parameter
Gewichtszunahme an Tag D und fur den Parameter Gewichtsabnahme fur die Tage
CundE.

Tag
B C D E F G H
Gewichtsveranderung | 0,568 | 0,003 | 0,092 0,005 0,184 | 0,441 0,037
Gewichtsverlust 0,665 0,007 0,110 | 0,004 | 0,023 0,461 0,319
Gewichtszunahme 0,120 | 0,021 0,004 0,245 0,806 0,866 @ 0,014

Tabelle 19: p-Werte des Parameters Gewicht an den Tagen B - H

Im Zusammenhang mit der Veranderung des Korpergewichtes wurde auch der Pa-
rameter Anorexie betrachtet und statistisch ausgewertet. Eine geringgradige Appetit-
losigkeit des CTC-Grades 1 konnte bei acht Katzen beobachtet werden. Dabei han-
delte es sich um zwei Tiere der Kontrollgruppe, eine Katze der Gruppe T2 und funf
Tiere der Gruppe T4. Anorexie des CTC-Grades 2 zeigten vier Tiere der Gruppe T4
und eine Katze der Gruppe T1. Hier konnte die Anorexie besonders an den Tagen

des stationaren Aufenhaltes beobachtet werden (v.a. Tag —6, -1 und Tag 0). Bei zwei
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Katzen (Nr. 113 und Nr. 115) der héchsten Dosisstufe konnte Anorexie des CTC-
Grades 3 beobachtet werden.

Bei der statistischen Auswertung ergab sich flir den Parameter Anorexie keine signi-

fikanten Unterschiede zwischen den vier mit AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapierten
Gruppen.

Tag
B C D E F G H
Anorexie 0,454 0,128 0,353 0,238 0,228 n.d n.d.
Tabelle 20: p-Werte fir den Parameter Anorexie an den Tagen B - H

n.d. = nicht durchgefihrt

Ausgehend von der Uberlegung, dass z. B. alte Tiere durch den Stress einer Opera-
tion deutlich mehr belastet wurden als junge Tiere, wurde der statistische Zusam-
menhang zwischen den Parametern Gewichtsveranderung und Alter der Katzen un-
tersucht. Auch ein mdglicher Zusammenhang zwischen den aufgetretenen Toxizita-
ten fur den Parameter Gewicht und der Tumorart und —grof3e wurde statistisch unter-

sucht. Dabei ergaben sich fur keinen Parameter signifikante Korrelationen.

Tag
C E H
Tumorart 0,618 0,265 0,317
Stage 0,815 0,818 0,551
Alter der Katze 0,253 0,969 0,172
Tabelle 21: p-Werte fir den Zusammenhang zwischen dem Parameter Gewichtsveranderung
und den Parametern Tumorart (Rezidiv oder Primartumor), Staging und Alter der

Katze
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Auch ein Zusammenhang zwischen dem Serum-IL-2-Spiegel und dem Parameter
Gewichtsverlust erschien moglich und wurde statistisch untersucht. Bei der Prufung
des statistischen Zusammenhangs zwischen dem Gewichtsverlust und den im Blut
gemessenen Konzentrationen von humanem IL-2 ergab sich ein signifikanter Unter-
schied fur die Tage C, E und F.

Tag
B C D E F G H

IL-2 0,793 <0,001 0,076 0,012 0,007 0,913 0,411

Tabelle 22:  p-Werte fir den Zusammenhang zwischen dem Parameter Gewichtsverlust und
dem IL-2-Blutspiegel

84



+ 7
()]
o S ) o @ o
= 2k w S S T IS IS
. f3 | g2 9 | £% sg o S SF
= >z oS < ~ s | B c ks RS = B 2= B
S 25 5 LY Rw o6 8w 5 £° 3T 5 8T &
N S5 o3 @ 58  2<| & 2< | 5| §5®@ g2« 5 2« §
N =3 S5 E o S o = S o [ sE So = So| =
o< | =€ 3 sk © se © 3 s 9 58 °
e S 3 o 3] ] O o o
> = ] O O o
o )
o
100 K 3,12 kg *3,12 0 0 0 0 2,90 kg 0 0 7,6 1
101 5x10° 7,22kg | 6,35kg 0 0 13,7 2 7,02 kg 0 0 2,8 0
102 5x10° 5,15 kg 4,75 kg 0 0 8,4 1 5,07 kg 0 0 1,6 0
103 K 5,07 kg 4,90 kg 0 0 3,5 0 5,05 kg 0 0 0,4 0
104 5x10° 4,50 kg 3,98 kg 0 0 13,1 2 4,36 kg 0 0 3,2 0
105 K 6,36 kg | 6,03 kg 0 0 55 1 6,20 kg 0 0 2,6 0
106 5x10° 530kg | 4,88kg 0 0 8,6 1 5,45 kg 2,8 0 0 0
107 5x10° 4,99 kg 4,48 kg 0 0 11,4 2 4,62 kg 0 0 8,0 1
109 5x10° 4,53 kg 4,22 kg 0 0 7,3 1 4,65 kg 2,6 0 0 0
110 5x10° 3,28 kg 3,27 kg 0 0 0,3 0 3,50 kg 6,7 1 0 0
111 5x10° 5,48 kg 4,98 kg 0 0 10,0 2 5,00 kg 0 0 9,6 1
113 5x10® | 3,83kg | 3,41kg 0 0 12,3 2 gestorben Tag 5
114 5x10° 5,08 kg 4,61 kg 0 0 10,2 2 5,01 kg 0 0 1,4 0
115 5x10° | 7,16 kg | 6,88 kg 0 0 4,1 0 gestorben Tag 2
116 1x107 5,30 kg 5,12 kg 0 0 3,5 0 4,72 kg 0 0 12,3 2
117 K 7,26 kg 7,10 kg 0 0 2,3 0 6,53 kg 0 0 11,2 2
119 K 4,95 kg 4,90 kg 0 0 1,0 0 4,94 kg 0 0 0,2 0
120 1x10’ 5,00kg | 4,85kg 0 0 3,1 0 Rezidiv Tag 42
121 1x10° 6,14 kg | 5,99 kg 0 0 2,5 0 6,22 kg 1,3 0 0 0
122 5x10’ 6,90 kg | 6,63 kg 0 0 4,1 0 6,72 kg 0 0 2,7 0
124 K 3,36 kg 3,50 kg 4,2 0 0 0 Rezidiv
125 5x10° 590kg | 5,61kg 0 0 5,2 1 Katze gestorben Tag 10
126 K 3,60 kg *3,6 kg 0 0 0 0 6,72 kg 13,9 2 0 0
128 K 500kg | 516kg | 32 | O 0 0 4,68 kg 0 0 68 | 1
129 1x10° | 2,69kg | 2,51kg 0 0 7.2 1 2,69 kg 0 0 0 0
130 1x10’ 4,16 kg | 4,03 kg 0 0 3,2 0 4,38 kg 53 1 0 0
131 1x107 4,56 kg 4,25 kg 0 0 7,3 1 4,87 kg 6,8 1 0 0
133 5x10’ 3,99 kg *3,8 kg 0 0 5,0 1 4,45 kg 11,5 2 0 0

Tabelle 23: Gewichtsveranderungen Tag A bis Tag H
K = Kontrolle, kg = Kilogramm, * = diese Patienten wurden bereits an Tag 1 entlassen, hier
wurde das Gewicht Tag 1 zur Betrachtung der Gewichtsverdnderung herangezogen 85



4.3.1.5 Temperatur

Am Tag der ersten Untersuchung (Tag A) zeigten sechs Katzen eine Temperaturer-
hohung. Bei vier Tieren erreichte die Erhdhung der Temperatur den CTC-Grad 1,
zwei Tiere zeigten bereits an diesem Tag eine deutlich erhéhte Korpertemperatur
(39,6°C und 39,9 °C), die dem CTC-Grad 2 entspricht.

Am Tag B, dem Tag nach der ersten Injektion zeigten fast alle Katzen (neun von 11
Tieren) der Gruppe T4 eine Temperaturerhbhung. Bei vier Katzen lag ein leichter
Anstieg der Temperatur dem CTC-Grad 1 entsprechend vor. Weitere vier Katzen hat-
ten eine Temperatur zwischen 39,5 und 40,5 °C (CTC-Grad 2), bei einem Tier lag die
Temperatur an diesem Tag bei 40,6 °C, was dem CTC-Grad 3 entspricht. Dieses
Tier bedurfte einer therapeutischen MalRnahme (20 mg/kg KGW Metamizol, Noval-
gin®, Hochst, Frankfurt am Main). Bei zwei Katzen der Gruppe T1 und einer Katze
der Gruppe T3 trat an diesem Tag ebenfalls eine leichte Temperaturerh6hung
(Grad 1) auf.

Am Tag vor der 2. Injektion (Tag C) war bei vier Tieren eine deutliche Temperaturer-
hoéhung (Grad 2) festzustellen. Alle vier Tiere entstammten der Gruppe T4. Bei einem
weiteren Tier aus dieser Gruppe sowie bei zwei Katzen der Gruppe T1 und einer
Katze der Gruppe T3 konnte an diesem Tag eine leichte Temperaturerhhung

(Grad 1) verzeichnet werden.

Am Tag nach der 2. Injektion (Tag D) konnte bei finf Katzen der héchsten Dosisstufe
(Gruppe T4) eine Erhdhung der Korpertemperatur registriert werden (1x Grad 3, 2x
Grad 2, 2x Grad 1), wahrend aus den anderen Gruppen nur eine Katze (Gruppe T1)
eine geringe Temperaturerhbhung (Grad 1) zeigte.

Am Tag 2 (Tag E) zeigten drei Katzen der Gruppe T4 und eine Katze der Gruppe T1
eine deutliche Erhéhung der Temperatur (Grad 2). Zwei Katzen der Kontrollgruppe,
zwei Patienten der Gruppe T1 und eine Katze der Gruppe T3 zeigten einen leichten
Temperaturanstieg (Grad 1). Drei Katzen (Nr. 100, 126, 133) wurden bereits am
Abend der Operation (Tag 1) aus der Klinik entlassen. Von diesen Patienten liegen
keine Angaben zur Temperatur an Tag 2 vor. Katze Nr. 115 verstarb an Tag 2, die

Temperatur bei dieser Katze war unterhalb des Referenzbereiches (35,6 °C).
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Zum Nachkontrolltermin Tag 14 zeigten noch funf Katzen eine leicht erhéhte Korper-
temperatur (Grad 1). Zwei dieser Katzen stammten aus der Kontrollgruppe, eine Kat-
ze entstammte der Gruppe T3, zwei weitere Katzen der Gruppe T4. Zu den weiteren
Nachuntersuchungsterminen erreichte die Temperatur bei allen Katzen wieder den

Referenzbereich.

Die statistische Auswertung ergab fur den Parameter Temperatur zu keiner Zeit sig-
nifikante Unterschiede zwischen den mit AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapierten
Gruppen.

Tag
B C D E F G H

Temperatur | 0,369 0,663 | 0,869 0,940 0,454 0,896 0,624

Tabelle 24: p-Werte des Parameters Temperatur an den Tagen B - H
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- = Tag vor der 1. Injektion Tag 2 Tag 14

<
T | i
N 23 Tag A Tag E Tag F
g 2 <

& g CTC CTC CTC

5 5 - - -

5 Temperatur Grad Temperatur Grad Temperatur Grad
100 K 37,9°C 0 Katze entlassen Tag 1 38,1°C 0
101 5x10° 38,6 °C 0 38,7 °C 0 37,8 °C 0
102 5x10° 39,1°C 1 39,9 °C 2 38,2°C 0
103 K 37,6 °C 0 38,1°C 0 37,2°C 0
104 5x10° 38,1°C 0 37,9°C 0 38,3°C 0
105 K 38,5°C 0 39,1°C 1 39,4 °C 1
106 5x10° 38,4°C 0 39,6 °C 2 39,1°C 1
107 5x10° 38,7 °C 0 38,5°C 0 38,9 °C 0
109 5x10° 39,3°C 1 39,8 °C 2 37,1°C 0
110 5x10° 38,6 °C 0 38,4 °C 0 38,6 °C 0
111 5x10° 38,8 °C 0 37,9°C 0 38,3°C 0
113 5x10° 38,4 °C 0 38,7 °C 0 Katze gestorben Tag 5
114 5x10° 39,4°C 1 39,8°C 1 39,1°C 1
115 5x10° 39,6 °C 2 35,6 °C 0 Katze gestorben Tag 2
116 1x10’ 38,8 °C 0 40,0 °C 2 38,8 °C 0
117 K 38,3°C 0 37,4°C 0 38,9 °C 0
119 K 38,5°C 0 38,0 °C 0 38,3°C 0
120 1x10’ 39,9°C 2 39,0°C 1 38,6 °C 0
121 1x10’ 38,4°C 0 39,1°C 1 38,9 °C 0
122 5x10’ 38,5°C 0 38,6 °C 0 38,4 °C 0
124 K 38,7 °C 0 38,3°C 0 Katze gestorben Tag 10
125 5x10’ 38,4 °C 0 37,6 °C 0 38,2°C 0
126 K 39,4 °C 1 Katze entlassen Tag 1 39,2°C 1
128 K 38,6 °C 0 39,3°C 1 38,4 °C 0
129 1x10° 37,6 °C 0 38,0°C 0 39,4 °C 1
130 1x10° 38,8 °C 0 39,3°C 1 38,7 °C 0
131 1x10° 38,5°C 0 38,0 °C 0 38,2°C 0
133 5x10’ 37,3°C 0 Katze entlassen Tag 1 38,1°C 0

Tabelle 25: Temperaturverlauf Therapiegruppen und Kontrollgruppe Tag A bis Tag F

°C = Grad Celsius
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z D O Tag vor der Tag nach der Tag vor der Tag nach der
N Z:l' > 1. Injektion 1. Injektion 2. Injektion 2. Injektion
5 852
N4 S 5
5 S
Tag A Tag B Tag C Tag D
Temperatur | CTC- CTC- CTC- CTC-
p Grad Temperatur Grad Temperatur Grad Temperatur Grad
101 5x10° 38,6 °C 0 38,3°C 0 38,0 °C 0 37,8 °C 0
102 5x10° 39,1°C 1 39,3°C 1 38,6 °C 0 38,4 °C 0
104 5x10° 38,1°C 0 38,1°C 0 38,8 °C 0 38,3°C 0
106 5x10° 38,4 °C 0 39,9 °C 2 39,5°C 2 39,9°C 2
107 5x10° 38,7 °C 0 39,1°C 1 39,3°C 1 38,7 °C 0
109 5x10° 39,3°C 1 40,2 °C 2 39,6 °C 2 39,3°C 1
110 5x10° 38,6 °C 0 39,6 °C 2 38,2°C 0 38,9°C 0
111 5x10° 38,8 °C 0 40,4 °C 2 38,0 °C 0 40,1 °C 2
113 5x10° 38,4 °C 0 39,1°C 1 38,5°C 0 Katze gestorben Tag 5
114 5x10° 39,4 °C 1 39,1°C 1 39,6 °C 2 39,0 °C 1
115 5x10° 39,6 °C 2 40,6 °C 3 40,2 °C 2 40,5 °C 3
116 1x10’ 38,8 °C 0 39,1°C 1 39,4 °C 1 39,3°C 1
120 1x10’ 39,9 °C 2 39,0 °C 1 39,0 °C 1 38,8 °C 0
121 1x10’ 38,4 °C 0 38,0 °C 0 38,4 °C 0 38,5°C 0
122 5x10’ 38,5°C 0 38,7 °C 0 37,4°C 0 38,7 °C 0
125 5x10’ 38,4 °C 0 37,5°C 0 38,5°C 0 38,4 °C 0
129 1x10° 37,6 °C 0 39,4 °C 1 39,1°C 1 38,5°C 0
130 1x10° 38,8 °C 0 38,5°C 0 38,4 °C 0 38,3°C 0
131 1x10° 38,5°C 0 36,9 °C 0 38,4 °C 0 38,5°C 0
133 5x10’ 37,3°C 0 38,3°C 0 37,3°C 0 37,8 °C 0

Tabelle 26: Temperaturverlauf Therapiegruppen Tag A bis Tag D
°C = Grad Celsius
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4.3.2 Injektionsstelle und Wundgebiet

Bei zwei Katzen konnte im Bereich des Tumors Juckreiz beobachtet werden, was
einem CTC-Grad 1 entspricht. Bei einem Patienten trat der Juckreiz bereits vor der
ersten Injektion auf (Katze Nr. 121, Tag -7, Gruppe 1), die andere Katze (Nr. 131,

Gruppe 3) zeigte nach der 2. Injektion am Tag 0 Juckreiz an der Injektionsstelle.

Als nichtinfizierte Wundheilungsstorung trat bei Katze Nr. 129 (Gruppe 3) eine Naht-
dehiszenz auf (CTC-Grad 3, Tag 4 bis Tag 9). Diese Katze hatte ein sehr geringes
Korpergewicht und nur sehr wenig Unterhautfett, so dass nach chirurgischer Entfer-
nung des Tumors zwischen den Schulterblattern eine sehr groRe Wundhohle ent-
stand. Durch die hohe mechanische Belastung an dieser Stelle kam es zu einer Off-
nung der Wundnaht. Die Wunde wurde mit einem Verband behandelt, so dass am
Tag 14 ein Verschluss der Wundhdhle verzeichnet werden konnte (siehe auch Ein-
zelfallbeschreibung Kap. 4.4.4). Auch bei einer Katze der Gruppe T4 (Katze Nr. 114)
konnte eine geringe Nahtdehiszenz (CTC-Grad 1) beobachtet werden. Die Katze be-
leckte die Wunde. Es wurde empfohlen, einen Halskragen anzulegen. Beim Faden

ziehen war die Wunde gut verheilt.

Infizierte Wundheilungsstérungen konnten bei drei Katzen am Tag 14 beobachtet
werden (Katze Nr. 117, Kontrolle, CTC-Grad 1; Katze Nr. 128, Kontrolle, CTC-Grad
2; Katze Nr. 109, Gruppe T4, CTC-Grad 1). Es handelte sich dabei um geringgradige
oberflachige Veranderungen, die mit einfachen therapeutischen MalBhahmen (Sau-
bern der Wunde durch die Besitzer und Verhinderung des Beleckens der Wunde mit

Hilfe eines Halskragens) zum Abklingen gebracht werden konnten.

4.3.3 Nicht signifikant veranderte Blutparameter

Im Verlauf der Studie konnten fiir einige Blutparameter das Auftreten von Toxizitaten
beobachtet werden. Die Haufigkeit des Auftetens der verschiedenen CTC-Grade ist
in den Tabellen 28 — 31 dargestellt. Es ergaben sich fir keinen dieser Parameter bei
der statistischen Auswertung signifikanten Unterschiede zwischen den vier therapier-
ten Gruppen. Nachfolgend aufgefiihrt sind die p-Werte der statistischen Analyse Tag
B bis Tag H.
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Parameter

AST

ALT

Albumin
Thrombozyten
Hamoglobin
Leukozyten
Lymphozyten
Stabk. Neutrophile
Segmentk. Neutrop.
Eosinophile
Bilirubin

Glukose

Kreatinin
Phosphor

Natrium

Tabelle 27:

B
0,488
0,896
0,713
0,759
0,763
0,321
0,109
0,521
0,335
0,544
0,074
0,815
0,123
0,405
0,768

0,094
*
0,132
0,456
0,529
0,127
0,311
0,872
0,809
0,409
0,176
0,805
0,924

D
0,064
0,914
0,158
0,051
0,875
0,825
0,359
0,308
0,522
0,434
0,610
0,598
0,940
0,541
0,505

Tag
E
0,628
0,955
0,504
0,136
0,156
0,908
0,841
0,474
0,968

0,520
0,901
0,779
0,778
0,779
0,221

F
0,154
0,382
0,390
0,138
0,393
0,386
0,268
0,231
0,493
0,679
0,942
0,283
0,116
0,257
0,838

G
0,838
0,043
0,490
0,057
0,861
0,841
0,259
0,079
0,848
0,724
0,328
0,413
0,241
0,693
0,892

ALT = Alanin-Aminotransferase, AST = Aspartat-Aminotransferase
*Fir die Parameter AST, ALT und Thrombozyten waren aufgrund fehlender Blut-
untersuchungen in der GruppeT4 fir den Tag C jeweils nur fur eine Katze Werte
vorhanden. Dieser Parameter wurde wegen der mangelnden statistischen Aussa-
aekraft an diesem Tad nicht weiter untersucht.

H
0,507
0,285
0,402
0,329
0,485
0,621
0,568
0,154
0,808
0,225
0,764
0,264
0,141
0,712
0,613

p-Werte der nicht signifikant veranderten Blutparameter an den Tagen B — H
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Ergebnisse

Tag
Toxizitatsgrad 1
< ™ < 0 o o o To)

TTTTJKJKJKJKJKJKT KJKJK
R | |
| N O U A R
Erythrozyten | S S O S AN 3 S O N O N N O |
Hamoglobin | S N O A T A T O O A O N
Hamatokrit | S S e D A 8 O A O O I
Thrombozytose ||| 1| |2/ 1] | | | |2/ [ 1]2[1] [ 112 | [ |
Thrombozytopenie | || 2| | [ [ | [ [ | | 1] 210 1] | | |
Leukozytopenie | 3| | 3|2 4/ 1| | 1| | 3] |2/ 2[4 1] 2]|2]2]2] 22
Lymphozytopenie | 1| 1] 4| [ 1[4 | 4[] 3[ 1/ 1] [ | 4] | [ 1]
Lymphozytose S T O A A O 3 T A |

Stabkernige
Neutrophilie 1 1

Segmentkernige
Neutropenie 4 1 2

_ 2]z | S N O A N I ]
Eosinophilie o fafaal | 2 2014 2[1] 1] 2] 2| 2]
e | | |

Kapillare  Flllungs-
zeit > 2 sec. 1

==
Pl |
=

Schleimhautfarbe

verandert AN S S DA I DS DA N— —

fonstimumon | |||

Allgemeinbefinden
reduziert

Temperanr || 316512/ 1 4] [3|2[3/2/al1l1 | 1 | |1
ceweriszunarme | ||| || 1L [l [l 8] a2l [alaf2l
1

|

L
L
L

Gewichtsabnahme | || | 11 4] | 7] 1[5 1] 85/ 3 11 2] 2] [/ 1] 1] | |
N | | |
mionssols ||| 1 o] ]
angsstsrngen ||| |||
songen || | ]
| B A I I O
Anorexie S 0 3 O A A3 S A N
Obstipation AN N N S S N O N
Diarrhoe S A A A A N
Emesis |JJJJJJJJJJ&JJJJJJ&JJJJ

Abdomen ST A A A A

Tabelle 28: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 1 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Ergebnisse

Tag

<

-—

Yo}
<

o
o
~ > \@

N

270
365

Toxizitatsgrad 1
T 2in|e| o

TTTITITIKITIK| T KT KT K[ T/ K T|K T K T|K|
|t o - I S N AN A N
Epistaxis S A A AN A N o
Hamatemesis ||| | | | L ]
Meléna S A A A A N o
MEEE— | | e e e

cerweic gl N (N N N P A A I
ovveCeSS (N N I (N 1 A A O

Hyperbilirubinamie | | | | | | [ 4] |2 | | o 0 | ]
Hypoalbuminamie | 1| | 1] 1| | | | | | [ | | | [ [ | | | | |
1ol =Cer = A O O S S A AN O S S O | | |
Hypertriglyzerid&mie |ﬁJﬂJﬂJJJJJﬂJJJJJJJJJJJ
Hyperglykamie | 5| 1/ 6/ 3|3/ 4| | |6]/1]/2/1 7 1,8/ 1] 32 4 1 3/ 1]
Fruktosamin 1 AN N N T A A A U O A o 1R
135072 A O O A S S A | | A O | | o
Ataxie | e e ]
Bewultseinstribung | | | | | | [ [ | | | | o [ [ |
Nystagmus | e e ]
Synkope | S A A O O 1
Tremor | e e ]
e[S Y | O |
Katarakt | e e ]
Konjuktivitis | S A A O O 1
TrockenesAuge | || | | [ | [ | | | [ ]
Keratitis | S A A O O 1
Tranenflul AN N S A U | U A
cammunesapp. | | | | ]
Apnoe | e e ]
Dyspnoe | e e ]
Pneumonitis | S A A O O 1
CHARNAPPARAT | | | | |
Kreatinin 1 0 28 O A A O 0 O T T 1~ I M I W
Hamoglupinurie ||| [ | | | | | | [ | | | ]
Inkontinenz | S A A O O 1
Nierenversagen | | | | | | | | | | [ [ | | | [ | | | | | | |
Hamabsatzerhsht | | | | | | [ [ | | | | o [ [ | 1
Harnretention AN N S S O U U | U o

Tabelle 28: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 1 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Toxizitatsgrad 1

SEROLOGIE

FIV

FeLV
ENDOKRINOLOGIE
T4

ELEKTROLYTE
Hyperphosphatémie
Hypophosphatamie
Hyperchloramie
Hypochloramie
Hypernatriamie
Hyponatriamie
Hyperkaliamie
Hypokaliamie
Hypercalcamie

Hypocalcamie

<
)

T

Tag
™ o o 0
N © o o~ A © = © ~ ©
i Y v -~ ~— < (%} — N ™

T T, T/ T K| T/ K| T K T K T K T/ K T|K| T] K T|K

12 112 2 1
1 1
1 1
1 2
1, | 5] 1 3 1] 1 1] 1 2
1 3, |1 1

Tabelle 28 Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 1 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
FelLV = Felines Leukosevirus, FIV = Felines Immundefizienzvirus, K = Kontrolle, T = Therapie,
T4 = Thyroxin, sec. = Sekunde, 1 = erhdht, | = vermindert
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Ergebnisse

Tag
Toxizitatsgrad 2
< ™ < 0 o o o To)

TITIT T T KOTKTIKTI KT KT KT K T K[ T K

Ao S I i

I O
Enthvozyteny, ||| L L
%71 R A A A 2 A A O O O
Hamatokrit | S S A A A A
Thrombozytose ||| | | L o ]
Thrombozytopenie ||| |4l [ L f2l oo
Leukozyiopenie | | 212/ 3/ 2 2| | || 201 1] [ 8] [2] 1] |
Lymphozytopenie | 1/ 11215/ 3.3 | [ 1] [ 4[3] | [ Al [ | |
Lymphozytose ||| | L

Stabkernige
Neutrophilie

Segmentkernige
Neutropenie

_ | _ SN S A S O AN N AN AN I
Eosinophilie [ N A A A | N A N A A |
X A O

Kapillare  Flllungs-
zeit > 2 sec.

S
|
|
Ll

Schleimhautfarbe
verandert 1 1 5

_ A ]
oot I S [ S D D O
1

Allgemeinbefinden
reduziert 1 2 11 1 1 1

Temperatur 1 TN 0 A < P A A O A 0
Gewichtszunahme || || | | [ L2l
Gewichtsabnahme | | || | 3] [ 4] 5] 5[ 1] 2/ 1 1] | | |1
MEAUT—— | | e

Reaktion an der
Injektionsstelle

Infizierte  Wundhei-
lungs-stérungen 1

Nichtinfizierte

Wundheilungs-
stérungen

|| I O
Anorexie S A 2 S 2 1 O T
Obstipation A N N N S U N N N |
Diarrhoe S A A U N
Emesis |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
Abdomen S A N A O O O

Tabelle 29: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 2 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Ergebnisse

Tag

<

-—
-—

N

180

o
(o]

290
365

Yo}
<

Toxizitatsgrad 2
T 2|l o

TTTITITIKITIK| T KT KT KT/ K T|K T KT K|
|t o - I S N AN A N
Epistaxis S A A AN A N o
LG S I A A S S A S S S A [ A
Meléna S A A A A N o
MEEE— | | e e e

el N (N AN A A I
axvsteSB N A A A O O

Hyperbilirubinamie | | | | | | | | [ [ | | | [ | | | [ ]
Hypoatbuminamie | | | | [ | [l
il =eno= O N S N S O O O A
Hypertriglyzeridémie |_]JJJJJJJJJJJJJﬁ_]JJJJJJ
Hyperglykamie ||| [
Fruktosamin 1 SN S S S O o
=== A N S O S O O O A
Ataxie | e e
BewuBtseinstribung || || [ [ | 0 e
Nystagmus SN N S S N A o
Synkope S N N O N
Tremor |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
0o A N N S O O O
Katarakt S N N O O N O
Konjukivitis S N S S N O O N O
TrockenesAuge | | | | |
Keratiti S N S S N O O N O
Trénenfiug S N N S N O O N
e O N S O S O O O A
Apnoe S N N O O N O
Tussis S N S S N O O N O
Dyspnoe S N N O O N O
Pneumonitis S N S N O U O
fmaRnapPARAT | | || |
Kreatinin 1 S S S S A O A N A e
Hamoglubinurie ||| | [ |
Inkontinenz S N S S N O O N O
Nierenversagen | | | | [ | | 0 [
Hamabsatzerhsht | | | | | | [
Harnretention A S N S O U O

Tabelle 29: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 2 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Ergebnisse

Toxizitatsgrad 2

Tag

o
o
~— o) ‘Q

o
[e2]
AN

365

o

TTTITIT KITIK T KT KT KT KT K T K[ T|K

SEROLOGIE

AN O O O O S U S S A

FIV

AN S N NS S

FelLV

A S A A S O U O S S A

ENDOKRINOLOGIE

AN S NS A N

T4

A S A A S O U O S S A

ELEKTROLYTE

AN S NS A N

Hyperphosphatamie

A S A O O 0 Y 0 O A 0 1 A o 0

Hypophosphatémie

AN S NS A S

Hyperchloramie

A S A A S O O O U S A

Hypochloramie

AN S N NS S

Hypernatridmie

A S A A S O O O U S A

Hyponatriamie

AN S N NS S

Hyperkaliamie

A S A A S O O O U S A

Hypokalidmie

AN S N NS S

Hypercalcamie

A S A A S O O O U S A

Hypocalcamie

AN S N N S S

Tabelle 29: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 2 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren

FelLV = Felines Leukosevirus, FIV = Felines Immundefizienzvirus, K = Kontrolle, T = Therapie,
T4 = Thyroxin, sec.= Sekunde, 1 = erhoht, | = vermindert
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Ergebnisse

Tag
Toxizitatsgrad 3
< ™ < 0 o o o To)

TITIT T T KOTKTIKTI KT KT KT K T K[ T K

Ao S I i

I O
Enthvozyteny, ||| L L
Hamogiobiny || | | L ]
Hamatokrit | A S A A A A
Thrombozytose ||| | | L o ]
Thrombozytopenie | ||| Al Al o
Leukozytopenie ||| | | faf 0
T N 3 8 A O 0 O O A 3 O O O
Lymphozytose ||| | L

Stabkernige
Neutrophilie

Segmentkernige
Neutropenie

NN S S S A S O O A SO S S S S S S S )
comopmie ||| ||| ||
S

Kapillare  Flllungs-
zeit > 2 sec.

Schleimhautfarbe
verandert

]
1
oo NV S S S A A A

Allgemeinbefinden
reduziert

1 1 3 1 2
Temperatur 1 S N N N
Gewichtszunahme ||| | | | [ ]
O A R O R O A 3 A O O A
AT | | e e

Reaktion an der
Injektionsstelle

Infizierte  Wundhei-

lungs-stérungen

Nichtinfizierte
Wundheilungs-
stérungen

|| I
Anorexie A A A Y O A N A N S
Obstipation A N A S S O N N O
Diarrhoe A N A S U A A S
Emesis |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
Abdomen N A A U U U A O [ S A |

Tabelle 30: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 3 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Ergebnisse

Tag

<

-—
-—

N

180

o
(o]

290
365

Yo}
<

Toxizitatsgrad 3
¥ 2inle| o

TTTITITIKITIK| T KT KT KT/ K T|K T KT K|
|t o - I S N AN A N
Epistaxis S A A AN A N o
LG S I A A S S A S S S A [ A
Meléna S A A A A N o
MEEE— | | e e e

ool N (N N A A I
axvsteSB N A A A O O

Hyperbilirubinamie | | | | | | | | | | [ | | | [ | | | [ |
Hypoatbuminamie | | | | [ |
il =eno= O N S N S O O O A
Hypertriglyzeridémie |_]JJJJJJJJJJJﬁJJ_]ﬂJJJJJ
Hyperglykamie ||| [ [
Fruktosamin 1 SN S S S O o
=== A N S O S O O O A
Ataxie | e e
BewuRtseinstribung || || [ | | 0
Nystagmus SN N S S N A o
Synkope S N N O N
Tremor |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
0o A N N S O O O
Katarakt S N N O O N O
Konjukivitis S N S S N O O N O
TrockenesAuge | | | | |
Keratiti S N S S N O O N O
Trénenfiug S N N S N O O N
e O N S O S O O O A
Apnoe S N N O O N O
Tussis S N S S N O O N O
Dyspnoe | S N S N O A O N A
Pneumonitis S N S N O U O
fmaRnapPARAT | | || |
Kreatinin 1 S N S S N O O N O
Hamoglubinurie ||| | [ |
Inkontinenz S N S S N O O N O
Nierenversagen | | | | [ | | 0 [
Hamabsatzerhsht | | | | | | [
Harnretention A N N N O O U O |

Tabelle 30: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 3 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Toxizitatsgrad 3

Tag

<

~

180

~ N 8

290
365

Yo}
<

-

TITTITITKITI KT KT KT KT KT KT K[ T| K|

SEROLOGIE

AN S NS A N

FIV

A S A A S O O O U S A

FelLV

AN S N NS A S

ENDOKRINOLOGIE

AN O O O O S U S S A

T4

AN S N NS A S

ELEKTROLYTE

AN O O O O S U S S A

Hyperphosphatamie

AN S N S S 1

Hypophosphatamie

A S A A S O O O U S A

Hyperchloramie

AN S N NS S

Hypochloramie

A S A A S O O O U S A

Hypernatridamie

AN S N NS S

Hyponatriamie

A S A A S O O O U S A

Hyperkalidamie

AN S N NS S

Hypokaliamie

A S A S O O O S S A

Hypercalcémie

AN S N NS S

Hypocalcamie

AN N A A O O U S U S

Tabelle 30: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 3 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
FelLV = Felines Leukosevirus, FIV = Felines Immundefizienzvirus, K = Kontrolle, T = Therapie,

T4 =

Thyroxin, sec. = Sekunde, 1 = erhoht, | = vermindert
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Ergebnisse

Tag

Toxizitatsgrad 4

<+ ® Q = 0
N © o ~ 3 2 R © ~ ©
AR ] Al ~ < e} - N e

TTT T TIKTIKT KT K TIK T K T KT KT K]

Seadon S A A

| O
Entwozyteny || L | L ]
Hamoglobin | S S N S A A A A
Hamatokrit | AN S A A S N
Thrombozytose ||| | ||
Thrombozytopenie || || || | L Ll
Leukozytopenie | ||| || | L
Lymphozytopenie | ||| | | [ L ]
Lymphozytose ||| | L

Stabkernige
Neutrophilie

Segmentkernige
Neutropenie

A T T

Kapillare Fullungszeit
> 2 sec.

Schleimhautfarbe
verandert

Allgemeinbefinden
reduziert 1 1

Temperatur 1 S S N S A A A A
Gewichtszunabme | | | | | | [ [ o]
Gewichtsabnahme | ||| | | [ o ]
| IS N A N S N

Reaktion an der
Injektionsstelle
Infizierte ~ Wundhei-
lungs

stérungen
Nichtinfizierte Wund-
heilungs--stérungen

| N ]

Anorexie A A AN S N S A A
Obstipation A A S S M S N
Diarrhoe A A AN S N S A A
Emesis |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
Abdomen A AN S O N S O [
Tabelle 31: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 4 bei therapierten Tieren

(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren 101



Ergebnisse

Tag

<

~—
~

N

180

o
»

290
365

Yo}
<

Toxizitdtsgrad 4
2N o

T T TT KT K T K TIK T KT KT K T K T K|
 <i0e= O U N O S S O S O O
Epistaxis B S N O
Hamatemesis SN N S O O
Melsna S A N O O
(o0 N N O N
creeonic ol I I O O NN
Alanin-Amino-

reseie S N A .
Hyperbilirubinamie | | | | | [ | [ | | [ | [ [ | ]
Hypoatbuminamie | | | | || ]
o= N N N N S N O O O
Hypertriglyzeridémie |_]J_|_]_]_|_]_|_|_|JJJ_|_|JJJJ_|_|J
Hyperglykamie ||| [ ||
Fruktosamin 1 S A N O O
1= = O U N S S S O O |
Ataxie B S N O
BewuBtseinstribung ||| ||| [ | ||
Nystagmus B S N O
Synkope B N O O N
Tremor |JJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJJ
o= N U O |
Katarakt S N O N O O
Konjukivitis S S N S O S O
TrockenesAuge | | | | | | | |
Keratiti S S N S O S O
Trénenfiug SN N N N O O
e O U S S S S S S A S S [
Apnoe S N O N O O
Tussis S S N S O S O
Dyspnoe S N O N O O
Pneumonitis S S S S
fmaRnapPARAT | || | [
Kreatinin 1 S S N S O S O
Hamoglubinurie ||| [ | | | ]
Inkontinenz S S N S O S O
Nierenversagen | | | | | | [ | | | ]
Hamabsatzerhsht || | ||| ]
Harnretention SN S N O N O

Tabelle 31: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 4 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
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Toxizitatsgrad 4

Tag

<

~—

180

o
N o)

290
365

Yo}
<

e

TTTITITIKITIKT KT KT KT K[ T|K T|K T/ K|

SEROLOGIE

AN N N D N N N

FIV

A A A A A A N S | |

FelLV

AN S N N N

ENDOKRINOLOGIE

A D A A A A O S O O Y

T4

AN S N N N

ELEKTROLYTE

A D A A A A O S O O Y

Hyperphosphatamie

AN S S S N S N

Hypophosphatamie

A A A A A A N S | |

Hyperchloramie

AN S S A N N

Hypochloramie

A A A A A A N S | |

Hypernatridamie

AN S S A N N

Hyponatriamie

A A A A A A N S | |

Hyperkalidamie

AN S S A N N

Hypokaliamie

A A A A A A N S | |

Hypercalcémie

AN S S A N N

Hypocalcamie

AN A A O A A A A ) | |

Tabelle 31: Haufigkeit des Auftretens von CTC-Toxizitatsgrad 4 bei therapierten Tieren
(Gruppen T1, T2, T3 und T4) und Kontrolltieren
FelLV = Felines Leukosevirus, FIV = Felines Immundefizienzvirus, K = Kontrolle, T = Therapie,

T4 =

Thyroxin, sec. = Sekunde, 1 = erhoht, | = vermindert
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4.4 Einzelfallbeschreibungen

Im Folgenden sollen die Verlaufe von vier Katzen gesondert beschrieben werden.
Drei dieser Tiere (Katzen Nr. 113, 114, 115) bekamen am selben Tag die 1. Injektion
mit derselben Viruscharge und einer Dosierung von je 5x108 U AdV-hIL-2 und AdV-
felFNy (Gruppe T4). Zwei dieser Katzen (Nr. 113 und Nr. 114) entwickelten so starke
Toxizitaten, dass sie verstarben. Katze Nr 129 hatte die Dosis 1x10° IU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy (Gruppe T3) erhalten.

Im Anschlu3 an die aufgetreten Toxizitdten bei den Katzen Nr. 113, 114 und 115
wurde die Kochsalzlésung, die zur Verdinnung der Virusstammldsung dieser Katzen
verwendet worden war, bakteriologisch untersucht. Dabei wurde die Injektionslésung
auf Blutagar ausgestrichen und im Brutschrank bei 37 °C fur 48 Stunden bebritet.
Die bakteriologische Untersuchung ergab keinen Hinweis auf bakterielle Kontamina-

tion der Verdinnungslésung.

441 Katze Nr. 113

Die Katze Nr. 113 zeigte bei der Eingangsuntersuchung keine Besonderheiten und
konnte in die Studie aufgenommen werden. Physiologische und labordiagnostische
Parameter lagen im Referenzbereich. Die Katze erhielt am Tag -7 die erste Injektion
mit 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy und blieb stationar bis zum néchsten Tag in
der Klinik. Am Tag -6 zeigte sich die Katze bei gutem Allgemeinbefinden, die Werte
der Blutuntersuchung lagen im Referenzbereich. Die Katze wurde an diesem Tag
nach Hause entlassen. An den folgenden Tagen berichteten die Besitzer telefonisch
Uber reduziertes Allgemeinbefinden und Appetitlosigkeit des Tieres. Nachdem der
Zustand der Katze sich auch am Tag -2 nicht verbesserte, wurde das Tier stationar in
die Medizinische Kleintierklink aufgenommen. Wegen der bestehenden Dehydratati-
on und fehlender Futteraufnahme wurde die Katze mit Infusionen mit Ringerlésung
(Ringerlésung DAB7, Braun, Melsungen), Bicarbonat (Natriumhydrogencarbonat,
Braun, Melsungen) und Ranitidin (Sostril®, GlaxoWellcome, Cascan) behandelt, zu-
satzlich wurde die Katze mit einem Antibiotikum (Synulox®) versorgt. Am Tag -1 wur-
de das Allgemeinbefinden des Tieres geringfligig besser, die Katze erhielt die zweite

Injektion mit 5x108 IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy. Am Tag O erbrach die Katze und
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zeigte apathisches Verhalten. Von einer Operation am Tag 1 wurde abgesehen, da
sich der Zustand der Katze verschlechterte. Die Schleimhaute des Tieres zeigten
eine gelbliche Farbe und am ganzen Korper der Katze zeigten sich petechiale Blu-
tungen. Eine sonographische Untersuchung war ohne auffalligen Befund, bei einer
endoskopischen Untersuchung konnten petechiale Blutungen an Oesophagus- und
Magenschleimhaut beobachtet werden. Die hAmatologischen Parameter zeigten eine
deutliche Thrombozytopenie und Leukopenie. Der Patient bekam eine Nasen-
schlundsonde gelegt und nach einer Kreuzprobe wurde eine Bluttransfusion durch-
gefuhrt. An den Tagen 2, 3 und 4 wurde das Allgemeinbefinden der Katze besser,
am Tag 3 fralR sie wieder selbst und die Nasenschlundsonde konnte gezogen wer-
den. Insgesamt machte das Tier einen deutlich besseren Gesamteindruck. Am Tag 5
verstarb die Katze zwischen 7.00 und 8.00 Uhr. Eine pathologische Untersuchung

war nicht moglich, da die Besitzer das Tier mit nach Hause nehmen wollten.

Der Serum-hiIL-2-Spiegel bei dieser Katze zeigte 24 Stunden nach der 1. Injektion
einen Wert von 1280 pg/ml. Am Tag O vor der 2. Injektion war noch ein Serum-hlL-2-

Spiegel von 118 pg/ml messbar.

4.4.2 Katze Nr. 114

Der Patient Nr. 114 zeigte bei der Eingangsuntersuchung keine Auffalligkeiten. Eine
immunstimulierende Therapie mit 5x10® U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy wurde an den
Tagen -7 und -1 durchgefihrt. Bis zum Operationstag (Tag 1) zeigte die Katze weder
vom Allgemeinbefinden noch von den labordiagnostischen Parametern Besonderhei-
ten. Postoperativ zeigten sich bei der Katze beiderseits der Naht grof3flachige subku-
tane Hamatome. Der Klinikaufenthalt der Katze wurde verlangert, da der Patient am
Tag 2 eine starke Thrombozytopenie (CTC-Grad 4) entwickelte. Am Tag 3 bekam
das Tier bei einem Hamatokrit von 13 % eine Bluttransfusion. Das Allgemeinbefinden
der Katze sowie die Blutwerte besserten sich zusehends und die Katze konnte am
Tag 10 nach Hause entlassen werden. Am Tag 90 wurde aufgrund des rontgenologi-
schen Befundes bei dieser Katze der Verdacht auf Lungenmetastasen gedul3ert, das
Tier wurde am Tag 180 nach dem Auftreten neurologischer Ausfalle und stark redu-

zierten Allgemeinbefindens euthanasiert. Eine pathologische Untersuchung des Tier-
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korpers wurde von den Besitzern nicht gewiinscht und konnte deshalb nicht durchge-

fuhrt werden.

Bei Katze Nr. 114 war zu keiner Zeit ein messbarer Serum-hlL-2-Spiegel vorhanden.

4.4.3 Katze Nr. 115

Bei der Eingangsuntersuchung zeigte sich der Patient Nr. 115 unauffallig, nur eine
geringgradig erhéhte Korpertemperatur (39,6°C) konnte gemessen werden. Am Tag
-6 zeigte die Katze Fieber (Grad 3) das einer Therapie mit einem fiebersenkenden
Medikament (20 mg/kg KGW Metamizol, Novalgin®, Hochst, Frankfurt am Main) be-
durfte. An den Tagen -6 bis -1 zeigte sich die Katze bei gutem Allgemeinbefinden. An
den Tagen -1 und O wurde eine erhdhte Koérpertemperatur (Grad 2 und 3) festge-
stellt. Die Katze bekam am Tag -1 die zweite Injektion mit 5x10° IU AdV-hiIL-2 und
AdV-felFNy. Die Katze konnte am Tag 1 bei gutem Allgemeinbefinden operiert wer-
den. Postoperativ verhielt sie sich sehr ruhig. Am Tag 2 zeigte die Katze ein hoch-
gradig reduziertes Allgemeinbefinden, Thrombozytopenie, sinkenden Hamatokrit und
Hypothermie trotz aufwadrmender MalRnahmen. Die Katze verstarb am Tag 2 und

wurde von den Besitzern mit nach Hause genommen.

Bei Katze Nr. 115 war zu keiner Zeit ein messbarer Serum-hlL-2-Spiegel vorhanden.

444 Katze Nr. 129

Die Katze Nr. 129 wurde mit einem geringen Ausgangsgewicht von 2,69 kg mit ei-
nem grof3en Primartumor zwischen den Schulterblattern in die Studie aufgenommen.
Die Eingangsuntersuchung ergab bei der klinischen Untersuchung keine Besonder-
heiten, bei der Blutuntersuchung wurde eine Lymphozytopenie (CTC-Grad 2) festge-
stellt. Die Katze Nr. 129 erhielt am Tag -14 die 1. Injektion mit 1x10® IU AdV-hIL-2
und AdV-felFNy. Der weitere Verlauf der Studie bis zum Tag der Operation verlief
ohne Auffalligkeiten. Bei der Operation wurde der 4x4x3 cm grof3e Tumor mit einem
Sicherheitsabstand von 3 cm entfernt. Dadurch ergab sich postoperativ bei dieser
Katze eine grof3e Wundhohle. Postoperativ waren geringgradige Unterhautblutungen

zu beobachten. Am Tag nach der Operation (Tag 2) war das Allgemeinbefinden der
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Katze geringgradig gestort (CTC-Grad 2), die Katze zeigte blasse Schleimhaute
(CTC-Grad 2) und die kapillare Wiederfillungszeit war etwas verlangert (CTC-Grad
1). Die Wunde hatte noch etwas nachgeblutet und rechts der Naht zeigte sich ein
Hamatom von 2x2 cm. Die Blutuntersuchung ergab fiir diesen Tag einen verminder-
ten Hamatokrit (CTC-Grad 2) und eine Lymphozytopenie (CTC-Grad 3). Die Katze
verblieb aufgrund des niedrigen Hamatokrits zur weiteren Beobachtung in der Klinik.
Am Tag 3 hatte sich das Hamatom neben der Naht auf ca. 3x3 cm Umfang ausge-
dehnt, die Katze war munter, der Hamatokrit war weiterhin zu niedrig (CTC-Grad 2).
Am Tag 4 zeigte sich im Wundbereich zwischen den Schulterblattern die Dehiszenz
eines Haut- und Unterhautheftes (CTC-Grad 3). Daraus ergab sich zwischen ein
grol3er Wundspalt, in dem keine Adaptation der Wundrander bestand. In der Wund-
hohle waren Blutkoagula zu sehen. Die Wunde wurde mit einem Verband bedeckt
und die Katze weiter in der Klinik belassen und mit einem Antibiotikum (Synulox®)
versorgt. Die Katze verblieb bis zum Tag 9 in der Klinik. Der Verband wurde taglich
gewechselt, die Blutuntersuchung zeigte einen stetigen Anstieg des Hamatokrits ab
Tag 5 (CTC-Grad 1). Bei der Nachuntersuchung am Tag 14 war die Wunde im Be-
reich der bestehenden Néahte gut verheilt und alle Faden bis auf die beiden Nahte
unmittelbar vor und hinter der Wundheilungsstérung konnten entfernt werden. Im Be-
reich der Nahtdehiszenz war die Wunde durch Granulation verklebt. Die Katze war
munter und zeigte ein ungestortes Allgemeinbefinden. Bei einer erneuten Kontrolle
am Tag 22 wurden die restlichen beiden Faden entfernt. Die Wunde war zu diesem
Zeitpunkt geschlossen, die Wundrander reizlos. Die Nachuntersuchung am Tag 45
verlief ohne Besonderheiten. Bei der Rontgenuntersuchung am Tag 90 wurden zwei
Verschattungen im Bereich der Herzbasis entdeckt und der Verdacht auf das Vorlie-
gen von Lungenmetastasen geaul3ert. Ein Rezidiv des Fibrosarkoms war nicht fest-
zustellen. Bei der Nachuntersuchung am Tag 180 berichteten die Besitzer der Katze
von einer stark reduzierten Futteraufnahme seit ca. zwei Wochen. Die Katze zeigte
bei der klinischen Untersuchung Schmerzen beim Offnen des Kiefers, Zahne und
Zahnfleisch waren adspektorisch unauffallig. Bei der Rontgenuntersuchung konnten
multiple kleinere und gréRere Verschattungen im Bereich von Lunge und Leber fest-
gestellt werden, die den Verdacht auf Metastasen bestatigten. Die Katze wurde sym-
ptomatisch mit Prednisolon (10 mg/Tier/Tag) behandelt und eine Schmerztherapie
empfohlen. Am Tag 194 wurde die Katze mit starrer LAhmung der rechten Gliedma-

Ben (CTC-Grad 3) und fehlender Propriozeption, Orientierungslosigkeit (Grad 2) und
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hochgradig gestértem Allgemeinbefinden (CTC-Grad 3) euthanasiert. Der Tierkorper
wurde zur pathologischen Untersuchung in das Institut fur Tierpathologie der Ludwig-
Maximilians Universitat geschickt. Die histologische Untersuchung ergab Metastasen
mit ausgedehnter Nekrose und entzindlicher Infiltration in der Lunge und eine Me-
tastase im Pankreas. Die neuropathologische Untersuchung ergab ausgedehnte En-

zephalomalazie und vereinzelte neuronale Schadigungen im Rickenmark.

Der Serum-hlIL-2-Spiegel dieser Katze zeigte zu keiner Zeit messbare Werte.
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4.5 Verlauf der Studie

45.1 Rezidive

Von den 28 in die Studie aufgenommenen Patienten (nur per-protocol-Kollektiv) wa-
ren 10 Katzen bei der Abschlussuntersuchung Tag 365 rezidivfrei, 13 Katzen entwi-
ckelten in einem Zeitraum von 42 bis 357 Tagen ein Rezidiv, zwei Katzen wurden im
Verlauf der Studie wegen Lungenmetastasen euthanasiert und drei Tiere verstarben
im Verlauf der Studie. Bei funf der 10 rezidivfreien Katzen handelte es sich um Kon-
trolltiere, jeweils eine Katze kam aus der Gruppe T3 bzw. T4, drei Katzen entstamm-

ten der Gruppe T2.

Die mittlere rezidivfreie Zeit fur alle Gruppen zusammen lag bei 262 Tagen, dabei
unterscheiden sich die mittleren rezidivfreien Zeiten der einzelnen Gruppen erheblich
voneinander. Da fur eine Auswertung der einzelnen Gruppen die Anzahl der Tiere
jeweils zu gering ist, wurden hier alle therapierten Tiere zusammen ausgewertet. Fir
die Kontrollgruppe konnte eine mittlere rezidivfreie Zeit von 280 Tagen ermittelt wer-
den. Funf Patienten dieser Gruppe waren bei der Abschlussuntersuchung nach ei-
nem Jahr rezidivfrei. Eine Katze (Nr. 124) verstarb am Tag 10 im gekippten Fenster
der Besitzer. Die rezidivireie Zeit (Tag der letzten Untersuchung Tag 2) dieser Katze
wurde als zensierter Wert in die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse mit einbezo-
gen. Zwei Katzen (Nr. 126 und Nr. 100) der Kontrollgruppe schieden mit einem Rezi-
div am Tag 49 bzw. 86 aus der Studie aus. Beide Katzen waren bei der vorangegan-

genen Untersuchung am Tag 45 rezidivirei.

Aus der Gruppe T1 erreichte kein Tier die Abschlussuntersuchung rezidivfrei. Die
mittlere rezidivfreie Zeit in dieser Gruppe lag bei 127 Tagen. Dagegen konnten alle
drei Tiere der nachst hoherdosierten Gruppe T2 die Studie bei der Abschlussunter-
suchung nach einem Jahr rezidivirei verlassen. Aus der Gruppe T3 blieb eine Katze
(Nr. 131) bis zur Abschlussuntersuchung rezidivfrei, eine Katze (Nr. 130) zeigte ein
Rezidiv an Tag 357. Diese Katze war zur Nachkontrolle an Tag 270 rezidivfrei. Eine
weitere Katze dieser Gruppe (Nr. 129) wurde an Tag 194 wegen Lungenmetastasen
euthanasiert. Die rezidivfreie Zeit dieser Katze wurde als zensierter Wert in die Kap-
lan-Meier-Uberlebenszeitanalyse einbezogen. Bis zu diesem Zeitpunkt hatte die Kat-
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ze kein Rezidiv entwickelt. Die mittlere rezidivfreie Zeit fur diese Gruppe lag bei 357

Tagen.

Aus der Gruppe T4 verstarben zwei Katzen (Nr. 113 und Nr. 115) nach der Therapie
an Tag 5 bzw. Tag 2. Auch diese rezidivfreien Zeiten wurden als zensierte Werte in
die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse aufgenommen Nur eine Katze (Nr. 102)
erreichte die Abschlussuntersuchung rezidivfrei. Ein Tier (Nr. 114) musste auch in
dieser Gruppe wegen Lungenmetastasen an Tag 185 euthanasiert werden. Die Kat-
ze war zu diesem Zeitpunkt ebenfalls ohne Rezidiv. Sieben Katzen dieser Gruppe
bekamen im Verlauf der Nachuntersuchungen ein Rezidiv und mussten die Studie
aus diesem Grund beenden. Es ergab sich fur diese Gruppe eine mittlere rezidivfreie
Zeit von 207 Tagen.

Die statistische Auswertung lasst fur diesen Parameter keinen signifikanten Unter-
schied zwischen allen therapierten Tieren und den Kontrolltieren erkennen (p-Wert
0,170).

Der Verlauf der einzelnen Gruppen ist in einem Kaplan-Meier-Diagramm (siehe
Abb. 3) dargestellt. Uber die rezidivfreien Zeiten der Katzen im Einzelnen gibt Tabel-
le 32 Auskunft.

45.2 Metastasen

Im Verlauf der Studie traten bei zwei Katzen Lungenmetastasen auf. Der Verdacht
auf das Vorliegen von Lungenmetastasen wurde bei Katze Nr. 114 und Nr. 129 je-
weils am Nachuntersuchungstermin Tag 90 aufgrund des rontgenologischen Befun-
des geaul3ert. Bei beiden Katzen verschlechterte sich der réntgenologische Befund
zum Tag 180, bei Katze Nr. 129 traten zusatzlich noch Verschattungen in der Leber
auf, die auf das Vorliegen von Lebermetastasen hindeuteten. Beide Patienten entwi-
ckelten neurologische Ausfalle und ein deutlich reduziertes Allgemeinbefinden, so
dass die Tiere euthansiert werden mussten. Beide Katzen waren bis zur Euthanasie-
rung rezidivfrei. Bei Katze Nr. 114 konnte der Verdacht auf Lungenmetastasen durch
eine pathologisch-histologische Untersuchung nicht abgesichert werden, da die Be-

sitzer die Katze mit nach Hause nehmen wollten. Bei Katze Nr. 129 wurde in der pa-
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thologisch-histologischen Untersuchung der Verdacht auf das Vorliegen von Lun-
genmetastasen bestatigt. Zusatzlich wurde eine Metastase im Pankreas vorgefun-

den. Das Auftreten von Metastasen in der Leber konnte bei dieser Katze nicht besté-
tigt werden.
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5 Rezidivfreie

- Gruppe Zeit Verlauf

i in Tagen
100 Kontrolle 86 Rezidiv Tag 86, Tag 45 rezidivfrei
101 5x10° 273 Rezidiv Tag 273, Tag 180 rezidivfrei
102 5x10° 364 rezidivfrei Tag 364
103 Kontrolle 357 rezidivfrei Tag 357
104 5x10° 259 Rezidiv Tag 259, Tag 180 rezidivfrei
105 Kontrolle 364 rezidivfrei Tag 364

106 5x10° 371 Rezidiv Tag 371, Tag 270 rezidivfrei
107 5x10° 91 Rezidiv Tag 91, Tag 45 rezidivfrei
109 5x10° 91 Rezidiv Tag 91, Tag 45 rezidivfrei
110 5x10° 99 Rezidiv Tag 99, Tag 45 rezidivfrei
111 5x10° 98 Rezidiv Tag 98, Tag 45 rezidivfrei
113 5x10° 5 gestorben Tag 5

114 5x10° 185 Lungenmetastasen, Euthanasie Tag 185, Tag 185 rezidivirei
115 5x10° 2 gestorben Tag 2

116 1x10’ 219 Rezidiv Tag 219, Tag 180 rezidivfrei
117 Kontrolle 364 rezidivfrei Tag 364

119 Kontrolle 365 rezidivfrei Tag 365

120 1x10’ 42 Rezidiv Tag 42, Tag 14 rezidivfrei
121 1x10’ 119 Rezidiv Tag 119, Tag 90 rezidivfrei
122 5x10’ 371 rezidivfrei Tag 371

124 Kontrolle 10 gestorben im Kippfenster Tag 10
125 5x10’ 378 rezidivfrei Tag 378

126 Kontrolle 49 Rezidiv Tag 49, Tag 14 rezidivfrei
128 Kontrolle 364 rezidivfrei Tag 364

129 1x10® 194 Lungenmetastasen; Euthanasie Tag 194, Tag 194 rezidivfrei
130 1x10° 357 Rezidiv Tag 357, Tag 290 rezidivfrei
131 1x10° 357 rezidivfrei Tag 357

133 5x10’ 365 rezidivfrei Tag 365

Tabelle 32: Verlauf der Studie
Therapiegruppen jeweils IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy
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5 Diskussion

5.1 Durchfihrung und Monitoring der Studie

Die Planung und Durchfihrung klinischer Studien in der Tiermedizin erfolgt nach den
Richtlinien der International Cooperation on Harmonisation of Technical Require-
ments for Registration of Veterinary Medicinal Products (VICH). Dabei missen be-
sondere Gegebenheiten in der Tiermedizin berlcksichtigt werden und der Tierarzt
muss sich seiner ethischen Verantwortung dem Tier und Tierbesitzer gegeniber be-
wusst sein (PITSON und FYLES, 2000). Fur die vorliegende Studie wurde ein ge-
naues Studienprotokoll geplant und angefertigt. Da sich jedoch im Verlauf der Studie
bei einigen Katzen sehr starke Toxizitaten zeigten, musste das Studienprotokoll unter
Bertcksichtigung des Wohlergehens der Patienten verandert werden. Auch die Be-
handlung der Kontrollkatzen mit einem Placebo musste von vornherein aus der ethi-
schen Verantwortlichkeit heraus abgelehnt werden, da man fir diese Katzen die Hei-
lungschancen durch eine zeitliche Verzégerung der Therapie nicht verschlechtern
wollte. Da es sich bei den Patienten der durchgefihrten Studie nicht um Versuchstie-
re sondern um Katzen von privaten Personen handelte, musste ein sehr guter Infor-
mationsfluss zwischen dem behandelnden Tierarzt und dem Besitzer erfolgen und
ein Vertrauensverhaltnis aufgebaut und aufrecht erhalten werden. So spielte in die-
ser Studie nicht nur die Untersuchung der Katzen sondern auch die Betreuung und
Beratung der Besitzer eine wichtige Rolle. Je besser die Besitzer sich aufgeklart und
informiert fhlten, desto kooperativer und engagierter verhielten sie sich. So musste
z. B. von den 30 endgiiltig in die Studie aufgenommenen Katzen keine einzige we-
gen versaumter Nachuntersuchungstermine aus der Studie ausgeschlossen werden.
Alle Besitzer nahmen die Nachkontrollen regelmafiig wahr, wobei mit Rucksicht auf
personliche Interessen der Besitzer eine Verschiebung von Nachuntersuchungen
von bis zu drei Tagen in Kauf genommen werden konnten, und blieben bis zum Aus-
scheiden der Katze durch Rezidiv oder rezidivfreie Abschlussuntersuchung in der
Studie.

Auch der Kontakt mit den tUberweisenden Tierarzten spielte eine grof3e Rolle. Die

Tierarzte wurden Uber die Aufnahme oder Nichtaufnahme der von ihnen Uberwiese-
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nen Katzen in die Studie informiert und alle Katzen wurden fir Untersuchungen, die
nicht im Rahmen der Studie erforderlich waren, wieder an die praktischen Tierarzte
zurlick Uberwiesen. Viele Tierarzte Uberwiesen wiederholt Patienten. Ein weiterer
wichtiger Faktor bei der Durchfihrung der Studie war die Konstanz der vorgeschrie-
benen Ablaufe und die sorgfaltige Dokumentation aller untersuchten Parameter und
gefundenen Ergebnisse. So war es wichtig, dass die Untersuchungen, Injektionen
und vor allem die Operation moéglichst immer von den selben Personen in derselben
Art und Weise durchgefuhrt wurden, um einheitliche Studienbedingungen fur alle Pa-
tienten zu schaffen. Die Katzen in der Studie wurden in der Regel immer von densel-
ben zwei Tierarzten betreut, nur in Ausnahmeféllen erfolgte die Untersuchung und
Behandlung durch andere Personen. Auch die Operation in der Chirurgischen Tier-
klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat wurde nach Moglichkeit immer von demsel-
ben Chirurgen (Prof. R. Kdstlin) in derselben Art und Weise durchgefihrt. In Aus-
nahmefallen operierte ein zweiter Chirurg (Dr. P. Scabell). Der Klinikaufenthalt und
die Nachuntersuchungstermine waren fur alle Patienten gleich, nur in Einzelfallen
musste der Klinikaufenthalt nach tierarztlicher Indikation verlangert werden. Drei Kat-
zen verlieRen die Klinik bereits am Abend der Operation, da die Besitzer dieser Kat-
zen weite Anreisewege hatten oder selber Tierarzte waren. Die Nachuntersuchungs-
termine konnten zum allergrof3ten Teil fristgerecht eingehalten werden. In einigen
Fallen musste jedoch auf Terminwiinsche der Besitzer eingegangen und Termine um
einige Tage verschoben werden. Dabei wurde eine Verschiebung der Untersuchung

um maximal drei Tage toleriert.

Die Dokumentation der Untersuchungen erfolgte im Anschluss an jede Untersuchung
mittels der vorgedruckten Protokolle (siehe Anlagen 12.4 —12.7). Die Auswertung
der Parameter erfolgte anhand der von WIELAND (2002) modifizierten CTC-Tabelle.
So konnten alle gefundenen Werte nach ihrer Abweichung von Referenzbereichen

objektiv und fur alle Tiere gleich bewertet werden.
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5.2 Diskussion der Einzelergebnisse

52.1 Geschlechtsverteilung

Bisher konnte fur das feline Fibrosarkom keine Geschlechtsdisposition nachgewie-
sen werden (KASS et al., 1993; HARTMANN, 1997). Die in dieser Studie aufgetrete-
ne Geschlechtsverteilung von 13 weiblichen zu 17 mannlichen Katzen entspricht ei-
nem Verhaltnis von 1: 1,3. Die gleiche Relation konnten STIGLMAIER-HERB und
ORTMANN (1986) beobachten. Es kann damit jedoch aufgrund der geringen Patien-

tenzahl keine signifikante Geschlechtsdisposition aufgezeigt werden.

5.2.2 Altersverteilung

Bei den in die Studie aufgenommenen Patienten lag der Altersdurchschnitt bei 9,9
Jahren. Das liegt etwas Uber dem in der Literatur angegebenen mittleren Alter von
etwa acht Jahren (STIGLMAIR-HERB, 1987; ORTMANN, 1986; DAVIDSON et al.,
1997; AL-SARRAF, 1998). Das gehaufte Auftreten von Fibrosarkomen im Alter von
6 -7 und 10 - 11 Jahren (AL-SARRAF, 1998) konnte in dieser Studie in etwa besta-
tigt werden. Es kamen besonders haufig Katzen im Alter von sechs, sieben, neun, 10
und 13 Jahren vor. Die geringe Anzahl der in der Studie untersuchten Katzen lasst
eine sichere Aussage uber die Altersverteilung des Fibrosarkoms insgesamt jedoch

nicht zu.

5.2.3 Verteilung von Priméartumoren und Rezidiven

In die Studie aufgenommen wurden sowohl Katzen mit Primértumoren als auch mit
Rezidiven. Besonders haufig wurden Patienten mit Rezidiven <3 cm vorgestellt
(11 Katzen). Das lasst sich vermutlich mit der gesteigerten Sensibilisierung dieser
Patientenbesitzer fur das Auftreten eines Fibrosarkoms erklaren. Die Besitzer dieser
Katzen sind bereits mit der Klinik des Tumors vertraut, finden Umfangsvermehrungen
meist selbst und setzen sich bei ihrem Auftreten schnell mit dem Tierarzt in Verbin-
dung. Auch kleine Primartumoren (< 3 cm) konnten relativ haufig (acht Katzen) beo-
bachtet werden. Die Besitzer dieser Katzen waren meist sehr sensibel und aufmerk-

sam und nahmen sich sehr viel Zeit fur ihre Tiere.
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524 Lokalisation der Tumoren

Da fur die Studie speziell Katzen mit Fibrosarkomen im Rumpfbereich gesucht wur-
den, Uberwiesen die Tierarzte auch groftenteils Patienten mit Tumoren im Schulter-
und Rickenbereich. Besonders haufig waren hierbei Katzen mit Fibrosarkomen zwi-
schen den Schulterblattern (11 Katzen) und an der seitlichen Brustwand (11 Katzen)
vertreten. Diese Stellen werden in der Tiermedizin nach wie vor haufig als Lokalisati-
onen fur die Vakzinierung verwendet. Auch Tumoren an anderen haufig verwendeten
Impflokalisationen wie dem Ricken (zwei Katzen), Nacken (eine Katze), seitliche
Bauchwand (eine Katze) und Schulterblattbereich (drei Katzen) konnten beobachtet
werden. Das entspricht den in der Literatur angegebenen Lokalisationen fur das Auf-
treten von vakzineassoziierten Fibrosarkomen (HENDRICK et al., 1994a; DODDY et
al., 1996). Besitzer oder Tierarzte konnten sich vorberichtlich selten an die genaue
Lokalisation einer vorangegangenen Impfung erinnern, so dass sich eine direkte Zu-
ordnung des aufgetretenen Fibrosarkoms zu einer Impfung schwierig gestaltet. Da
Fibrosarkome, die nicht vakzineassoziiert sind, jedoch meistens am Kopf oder an
den Gliedmal3en auftreten (DODDY et al., 1996) und FeSV-assoziierte Fibrosarkome
in der Regel multipel und bei sehr jungen Katzen vorkommen (BERGMANN, 1998),
kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Fibrosarkomen in der Studie
hauptsachlich um vakzineassoziierte Tumoren handelt. Eine Aussage Uber die Hau-
figkeit von vakzineassoziierten Fibrosarkomen bei den in die Studie aufgenommenen
Katzen lasst sich durch die Vorselektierung anhand der Einschlusskriterien nicht tref-

fen.

Einige Autoren berichten von der Entstehung von Fibrosarkomen nach Traumata
(MACY und HENDRICK, 1996; DODDY et al., 1996). Bei einer Katze dieser Studie
wurde ein Fibrosarkom an der lateralen Brustwand in Verbindung mit einer &alteren
Rippenfraktur an derselben Stelle gefunden. Hierbei wére es mdglich, dass der durch
das unbehandelte Trauma verursachte andauernde Reiz fur die Entstehung des
Fibrosarkoms verantwortlich gemacht werden kann. Es ist jedoch ebenfalls nicht
ausgeschlossen, dass das Fibrosarkom invasiv in den Rippenbereich eingewachsen
und so durch Schwachung der Knochenstruktur ursachlich fur die Entstehung der
Rippenfraktur sein kdnnte. Es handelte sich bei der Katze um eine reine Wohnungs-
katze und den Besitzern dieser Katze war kein traumatisches Ereignis bekannt, dass
eine Rippenfraktur ausgeldst haben kdnnte.
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5.25 Auftreten von Rezidiven im Verlauf der Studie

Ziel der Phase I-Studie war es, durch das Beobachten von Toxizitaten die maximal
tolerierbare Dosierung der intratumoralen praoperativen Therapie mit AdV-hIL-2 und
AdV-felFNy herauszufinden. Diese Dosis wird in einer nachfolgenden Phase II-Studie
dann auf ihre Wirksamkeit getestet. Ziel dieser Studie war es nicht, die Therapie be-
zuglich ihres Therapieerfolges zu beurteilen. Aus wissenschaftlichem Interesse wur-
de jedoch trotzdem das Auftreten von Rezidiven im Verlauf der Nachuntersuchungen
dokumentiert und statistisch ausgewertet.

Die mittlere rezidivfreie Zeit aller Tiere in dieser Studie von 262 Tagen deckt sich mit
den Aussagen von CRONIN et al. (1998) und HENDRICK (1999) uber die Rezidivra-
te nach alleiniger chirurgischer Therapie, die eine mittlere rezidivireie Zeit von etwa
180 Tagen angeben. Sie liegt jedoch deutlich Gber der von STIGLMAIER-HERB
(1987) angegebenen rezidivfreien Zeit von 105 Tagen. Wenn man die einzelnen the-
rapierten Gruppen und die Kontrollgruppe in der vorliegenden Studie vergleicht, er-
geben sich fur diese Gruppen deutliche Unterschiede bei der rezidivfreien Zeit und
Rezidivrate. Aufgrund der kleinen Gruppengréf3en ist eine Aussage Uber einen Zu-
sammenhang zwischen Therapie bzw. verwendeter Dosierung und der rezidivfreien
Zeit jedoch nicht mdglich. Es bleiben die Ergebnisse einer Phase II-Studie abzuwar-

ten.

Der Anteil der Tiere, die an einem Rezidiv erkrankten, lag bei 13 von 28 Tieren (nur
per-protocol-Kollektiv). Das deckt sich mit den Angaben verschiedener Autoren, in
der die Rate der Katzen, die nach chirurgischer Entfernung des Tumors ein Rezidiv
bekommen, mit 30 — 86 % angegeben wird (ORTMANN, 1986; STIGLMAIER-HERB,
1987; AL SARRAF, 1998; COUTO und MACY, 1998; CRONIN et al.,1998; COHEN
et al., 2001).

5.2.6 Auftreten von Metastasen im Verlauf der Studie

Eine Metastasierung konnte bei zwei von 28 Katzen beobachtet werden. Das liegt
etwas unter der in der Literatur angegebenen Metastasierungsrate von felinen Fibro-
sarkomen von 9 - 25 % (ORTMANN, 1986; STIGLMAIER-HERB, 1987; ESPLIN et

al., 1993; DAVIDSON et al., 1997; COUTO und MACY, 1998; COHEN et al., 2001).
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Die Anzahl der Katzen in der Studie ist jedoch zu gering, um eine generelle Aussage
Uber das Auftreten von Metastasen treffen zu kbnnen. Rechnet man die flunf Katzen,
die aufgrund des Verdachts des Vorliegens von Lungenmetastasen nicht in die Stu-
die aufgenommenen wurden dazu, so ergibt sich eine hohere Metastasenrate (7 von
58 Katzen). Bei den beiden Katzen, die an Metastasen erkrankten, metastasierte der
Tumor jeweils in die Lunge, was rontgenologisch deutlich zu erkennen war. Eine
Katze (Nr. 114) konnte nicht seziert werden, da die Besitzer das Tier nach der Eu-
thanasie mit nach Hause nehmen wollten, bei der anderen Katze (Nr. 129) konnten
in der Sektion und histologischen Untersuchung zusétzlich zu den Tochterge-
schwilsten in der Lunge auch eine Metastase im Pankreas nachgewiesen werden.
Bei den funf nicht in die Studie aufgenommenen Katzen verhinderte ebenfalls der
Verdacht auf die Metastasierung in die Lunge die Aufnahme in die Studie. Auch die
in der Studie vorwiegend festgestellte Lokalisation der Metastasierung deckt sich mit
den Angaben der meisten Autoren, die eine Metastasierung vorwiegend in Lunge,
Leber, Augen, Lymphknoten, Becken, Extremitaten und selten auch in Niere oder
Milz beschreiben (ORTMANN, 1986; STIGLMAIER-HERB, 1987; ESPLIN et al.,
1993; DAVIDSON et al.,, 1997; COUTO und MACY, 1998; COHEN et al., 2001;
COHEN et al., 2003). Eine Metastasierung in das Pankreas ist nach dem Wissens-

tand der Autorin bisher noch nicht beschrieben worden.

5.2.7 Auftretende Toxizitaten

5.2.7.1 Allgemeinbefinden

Ein reduziertes Allgemeinbefinden konnte in dieser Studie sowohl bei therapierten
Tieren als auch bei Kontrolltieren beobachtet werden. Das Auftreten vor allem im
postoperativen Zeitraum lasst einen Zusammenhang zwischen dem Stress von Nar-
kose, Operation und postoperativer Aufwachphase und dem reduzierten Allgemein-
befinden vermuten. Das bei den spateren Nachuntersuchungen (Tag 90 - 365) beo-
bachtete schlechte Allgemeinbefinden liel3 sich bei einer Katze (Nr. 117) auf einen
schlechten Pflegezustand und hohes Alter und bei zwei Tieren (Nr. 114 und Nr. 129)
auf die Metastasierung des Tumors zurlckfuhren. Die statistische Auswertung des
Parameters Karnofsky-Index ergab fur den postoperativen Bereich zu keinem Zeit-
punkt signifikante Unterschiede zwischen den Therapiegruppen und den Kontrolltie-

ren. Zwei therapierte Katzen reagierten auf die 1. Injektion mit einer Reduktion des
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Allgemeinbefindens. Diese Reaktion ist durch den zeitlichen Zusammenhang zur
durchgefuhrten Therapie vermutlich als therapieverbunden einzustufen und daher mit
dem CTC-Korrelationsgrad 3 zu bewerten.

Bei den beiden Katzen (Nr. 113 und Nr. 115, beide aus der Gruppe T4), die im An-
schluss an die verabreichte Therapie verstarben, zeigten sich in enger zeitlicher Kor-
relation zu der verabreichten Therapie (in einem Zeitraum von etwa 24 — 48 Stunden
nach der Injektion) Toxizitaten. Beide Katzen hatten ein reduziertes Allgemeinbefin-
den, Katze Nr. 115 hatte zusatzlich Fieber (CTC-Grad 3).

Der enge zeitliche Zusammenhang zwischen der verabreichten Therapie und dem
Auftreten von Toxizitat lasst einen Zusammenhang zwischen Therapie und beobach-

teter Toxizitat vermuten (CTC-Korrelationsgrad 4).

5.2.7.2 Kapillare Fillungszeit und Schleimhautfarbe

Bei einer Katze (Nr. 129) wurde postoperativ eine verzdgerte kapillare Fullungszeit
beobachtet. Diese konnte auf gréf3ere Blutungen in die durch die Entfernung des
Fibrosarkoms entstandene sehr grof3e interskapuldre Wundhohle zurtickgefuhrt wer-
den. Bei sechs Katzen konnten blasse Schleimh&aute beobachtet werden. Auch diese
Verédnderungen traten im postoperativen Bereich (Tag 1 und 2) auf und lassen sich
mit einem Blutverlust durch den chirurgischen Eingriff erklaren.

Eine Katze entwickelte nach der ersten Injektion petechiale Blutungen auf Haut und
Schleimhauten. Der limitierende Faktor bei der IL-2-Therapie des Menschen ist das
Vaskular (oder Capillary)-Leak-Syndrom (BALUNA et al., 1999). Es resultiert aus ei-
ner Erhéhung der Vaskularpermeabilitat vor allem an Venolen, kleinen Venen und
Kapillaren. IL-2 stimuliert die Produktion anderer Zytokine (TNF und IFNy) durch T-
Zellen und 16st dadurch wiederum einen Effekt an Endothelzellen aus (DEEHAN et
al., 1994; DUBINETT et al., 1994; BALLMER-WEBER et al., 1995; ABBAS et al.,
2002). Das Auftreten der petechialen Blutungen bei dieser Katze kdnnte in Zusam-
menhang gebracht werden mit der Veranderung der Permeabilitatsverhéltnisse durch
die immunstimulierende Zytokintherapie. Diese aufgetretene Toxizitat ist sehr wahr-
scheinlich therapieverbunden und wird daher mit dem CTC-Korrelationsgrad 4 be-

wertet.
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5.2.7.3 Gewicht

Gewichtsveranderungen zeigten sich in der vorliegenden Studie sowohl als Ge-
wichtsabnahmen als auch als Gewichtszunahmen. Besonders sensible und angstli-
che Katzen verweigerten wahrend des Klinikaufenthalts haufig das Futter und konn-
ten auch durch intensive Zuwendung oder manuelle Fltterung nicht zum Fresen be-
wogen werden. Katzen, die sich durch den Klinikaufenthalt weniger verunsichern lie-
Ben, fralRen dagegen auch in der ungewohnten Umgebung meist mit grol3em Appetit.
Alle Katzen wurden mindestens 12 Stunden préoperativ einer Nahrungskarenz un-
terzogen und bekamen friihestens am Abend des Operationstages eine kleine Porti-
on Futter. Ein geringer Gewichtsverlust im Rahmen der Operation und des Klinikauf-
enthaltes war so fur alle Tiere zu erwarten. Da die therapierten Tiere im Gegensatz
zu den Kontrolltieren zum Zeitpunkt der Operation bereits zusatzliche Klinikaufenthal-
te hinter sich hatten, liel3 sich fir diese Gruppen bereits eine grof3ere Gewichtsab-
nahme (bedingt durch den dadurch entstandenen Stress fur die Tiere) zum Zeitpunkt
der Operation erwarten. Es war bei den Tieren, die eine Therapie erhalten hatten,
zusatzlich eine Abhangigkeit zwischen praoperativem Gewichtsverlust und Therapie-
dosis zu beobachten (p-Wert fir Tag C = 0,007 und fur Tag E = 0,004). Zusatzlich
zum Gewichtsverlust wurde auch der Parameter Anorexie bewertet. Hier ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede fur die Gruppen.

Ein Zusammenhang zwischen verabreichter Therapie und Gewichtsverlust erscheint
sicher (CTC-Korrelationsgrad 5).

FUr den Zusammenhang zwischen dem Gewichtsverlust und der im Blut gemesse-
nen hiL-2-Konzentration ergaben sich signifikante Korrelationen fir die Tage C
(p-Wert < 0,001) und F (p-Wert = 0,007). Dabei zeigte sich ein deutlicher Zusam-
menhang zwischen der Héhe des gemessenen hiL-2-Spiegels und der prozentualen
Gewichtsabnahme. Die héchste Dosis von 5x10® [U AdV hIL-2 und AdV felFNy, bei
der sowohl messbare Serum-hIL-2-Spiegel als auch deutliche Gewichtsverluste zu
beobachten waren, wurde von den Tieren klinisch schlecht toleriert. Bei den von
WIELAND (2002) postoperativ mit den auch in dieser Studie verwendeten Vektoren
(AdV hIL-2 und AdV felFNy) therapierten Katzen konnten keine signifikanten Unter-
schiede hinsichtlich des Gewichtsverlustes zwischen den therapierten Gruppen beo-
bachtet werden. Von anderen Autoren wird von einer Gewichtsreduktion in Zusam-
menhang mit IL-2-Therapie nicht berichtet. Es wird jedoch von einem Zusammen-
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hang zwischen Dosierung der Therapie mit IL-2 und Ausmald der beobachteten Ne-
benwirkungen anderer Organsysteme (z. B. kardiovaskulares, pulmonéres, hamato-
logisches System), sowohl beim Menschen (WHITTINGTON und FAULDS, 1993) als
auch bei Hunden und Katzen berichtet (QUINTIN-COLONNA et al., 1996) .

Die deutliche Gewichtszunahme (zwischen 10 und 20 % des Ausgangskorperge-
wichtes), die zwei Katzen bis zum Nachuntersuchungstermin Tag 90 zeigten, kénnte
auf die besondere Zuwendung, die diese beiden Katzen im postoperativen Zeitraum
von ihren Besitzern erhielten, zurtickzufiihren sein. Der Zusammenhang zwischen
der beobachteten Gewichtszunahme und der Therapie wird als unwahrscheinlich

eingestuft (CTC-Korrelationsgrad 2).

5.2.74 Temperatur

Die statistische Auswertung fir den Parameter Temperatur ergab zu keiner Zeit sig-
nifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Es konnte jedoch bei
den therapierten Tieren haufig eine Temperaturerhéhung im Anschluss an die The-
rapie beobachtet werden. Vor allem an den Tagen nach der 1. und 2. Injektion (Tag
B und D) zeigten viele Tiere eine erhdhte Korpertemperatur. Auch im postoperativen
Zeitraum waren bei den Tieren aller Gruppen haufig Temperaturerhéhungen zu beo-
bachten. QUINTIN-COLONNA et al. (1996) berichten von Fieber als Nebenwirkung
einer immunstimulierenden Gentherapie mit Zytokinen. WIELAND (2002) konnte e-
benfalls bei der postoperativen immunstimulierenden Gentherapie mit Zytokinen (hlL-
2 in Verbindung mit felFNy) Fieber als Nebenwirkung dieser Therapie beobachten
und den Zusammenhang statistisch verifizieren. Auch beim Menschen wird von Fie-
ber als Nebenwirkung einer IL-2-Therapie berichtet (MOORE, 1996).

Die postoperative Temperaturerhhung kann bei allen Tieren in Zusammenhang ste-
hen mit dem Stress von Operation und Narkose. Bei den Tieren der Gruppe T4, bei
denen die Operation bereits 48 Stunden nach der 2. Injektion erfolgte und nicht wie
bei den anderen Therapiegruppen erst acht Tage nach der 2. Injektion, fielen thera-
piebedingte Temperaturerhéhung und Operationsstress in denselben Zeitraum. Bei
der Therapie mit IL-2 wird haufig Fieber als Nebenwirkung beobachtet. Das Fieber
wird ausgeldst durch die Induktion von pyrogenen Zytokinen (IL-1 und TNF), die im

Blut zirkulieren und an thermoregulatorischen Rezeptoren im Hypothalamus wirken,
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wo sie die Sekretion von temperaturerhéhenden Prostaglandinen stimulieren
(MOORE, 1996). Der posttherapeutische Temperaturanstieg kann durch den engen
zeitlichen Zusammenhang zur Therapie vermutlich auf diese zurtckgefiihrt werden
und wird damit als wahrscheinlich therapieverbunden eingestuft (CTC-

Korrelationsgrad 4).

5.2.7.5 Injektionsstelle und Wundgebiet

Von der Therapie mit IL-2 beim Menschen sind als mégliche Nebenwirkungen dieser
Therapie Toxizitaten im Bereich der Haut in Form von Erythemen, Pruritus, Desqua-
mation, Psoriasis und Urtikaria bekannt. Auch von der Bildung harter Knoten nach
subkutaner Injektion im Bereich der Injektionsstelle wird berichtet, wobei man eine
erhohte Gefallpermeabilitat im Injektionsgebiet unter anderem durch die Migration
von Lymphozyten an entzundliche Bereiche des Gefal3endothels vermutet (VIAL und
DESCOTES, 1992; MOORE, 1996). Auch nach Injektion von IL-2-sezernierenden
Verozellen bei Hunden und Katzen konnten entziindliche Hautreaktionen beobachtet
werden (QUINTIN-COLONNA et al., 1996). Bei einer Katze der vorliegenden Studie
(Nr. 131) konnte nach der 2. Injektion Juckreiz an der Injektionsstelle registriert wer-
den, eine andere Katze (Nr. 121) zeigte bereits vor der ersten Injektion Juckreiz im
Bereich des Tumors. Ob die Injektion oder das Fremdkoérpergefuhl durch das Fibro-
sarkom selbst urséachlich fur den Juckreiz waren, lasst sich schwer abschéatzen. Auch
die geringe Anzahl der Katzen, die Juckreiz in Zusammenhang mit der Therapie
zeigten, lasst nur schwer eine Aussage bezlglich des Zusammenhangs zwischen
Therapie und Juckreiz zu. Es ware jedoch ein Zusammenhang denkbar, so dass dies

hier als mogliche Therapieverbundenheit (CTC-Korrelationsgard 3) bewertet wird.

Bei einer Katze (Nr. 129, Gruppe T3) kam es im postoperativen Zeitraum zu einer
Nahtdehiszenz (CTC-Grad 3). Diese Katze hatte ein sehr geringes Ausgangsgewicht
und nach der Entfernung des Tumors eine sehr grof3e Wundhohle zwischen den
Schulterblattern. Durch die hohe mechanische Belastung an dieser Stelle kam es zur
Offnung der Wunde. Unter Verbandstherapie konnte ein sekundarer Verschluss der
Wunde verzeichnet werden. Bei drei Katzen konnten weiterhin geringgradig infizierte
Wundheilungsstorungen (CTC-Grad 1 und 2) beobachtet werden. Hierbei handelte
es sich um Katzen, die ihre Wunden beleckten. Eine Katze wurde vom Besitzer ent-

gegen tierarztlicher Anweisung schon frihzeitig ins Freie entlassen und zeigt eine
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geringgradig eitrig infizierte Wundnaht. Ein Zusammenhang zwischen diesen aufge-
tretenen Veradnderungen und der durchgefiihrten Therapie erscheint unwahrschein-
lich (CTC-Korrelationsgrad 2).

5.2.7.6 Veranderte Blutparameter

WIELAND (2002) konnte bei der postoperativen Gabe von AdV-hIL-2 und AdV-
felFNy einen dosisabhdngigen Anstieg der Aspartat-Amino-Transferase (AST) beo-
bachten. Zwar zeigten sowohl therapierte Katzen als auch Kontrolltiere postoperativ
einen Anstieg dieses Parameters, bei den therapierten Tieren hielt die Erhdéhung je-
doch deutlich langer an. AST ist ein relativ unspezifisches Enzym, das vor allem bei
Muskelerkrankungen, aber auch im Zuge von Lebererkrankungen erhoht ist. Durch
die groRzugige chirurgische Entfernung der Fibrosarkome kommt es operativ haufig
auch zu einer Traumatisierung von Muskelgewebe. Eine leichte Erhdhung dieses
Enzyms kann so unter Umstanden auch auf die Operation zurtickgefuhrt werden. Fir
den Parameter AST wurden in dieser Studie keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen gefunden. Ein Zusammenhang mit der durchgefiuihrten Therapie

erscheint jedoch trotzdem mdoglich (CTC-Korrelationsgrad 3).

Fir den Parameter Glukose wurde im Verlauf dieser Studie bei den Katzen aller
Gruppen erhdhte Werte registriert. Glukose ist vor allem bei der Katze ein Wert, der
postprandial oder haufig auch stressbedingt erhdht ist. Die gefundenen Veranderun-
gen dieses Wertes lassen sich wahrscheinlich auf die mit der Blutabnahme einher-
gehende Stresssituation fur die Katzen erklaren. Signifikante Unterschiede fir die
verschiedenen Gruppen wurden nicht gefunden und somit erscheint ein Zusammen-
hang mit der durchgefiihrten Therapie unwahrscheinlich (CTC-Korrelationsgrad 2).
Im Zuge einer solchen Hyperglykamie ist h&aufig auch ein Absinken des Natriumspie-
gels im Blut zu beobachten. Ebenfalls in Zusammenhang mit Angst und Stress wird
haufig eine Leukozytose registriert, da es bei Erregung der Katzen zu einer Aktivie-
rung der Leukozyten von der GefalRwand und somit zu einem Anstieg der zirkulie-
renden Leukozyten kommt (KRAFT, 1999). Die Anzahl der Leukozyten kann eben-
falls durch die Resorption kdrpereigenen Proteins erhoht sein, wie es z. B. bei Tu-
morpatienten der Fall ist. Da die Katzen dieser Studie in der Regel nicht niichtern zu
den Untersuchungen vorgestellt wurden, konnte oftmals eine Erh6hung der Triglyze-

ride im Blut festgestellt werden. Dieser Wert ist haufig im Zuge einer Futteraufnahme
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erhoht. Ein Zusammenhang mit der durchgeflihrten Therapie erscheint unwahr-

scheinlich (CTC-Korrelationsgrad 2).

Bei der immunstimulierenden Therapie mit IL-2 beim Menschen treten als Nebenwir-
kungen dieser Therapie haufig Veranderungen im Blutbild auf, die sich als Anamie,
Thrombozytopenie, Lymphopenie und Eosinophilie bemerkbar machen. Auch von
einer erhdhten Anfalligkeit der Patienten fur infektiose Komplikationen wird berichtet
(VIAL und DESCOTES, 1992; CITTERO et al., 1996; SIEVERS et al., 1998). Die
Verédnderungen bei den Parametern des roten Blutbildes Hamatokrit, Erythrozyten-
zahl und Hamoglobin in dieser Studie lassen sich bei den meisten Tieren auf den
perioperativen Blutverlust und die peri- und postoperativen Infusionen zurtckfihren.
Ebenfalls mit der Operation in Verbindung gebracht werden kann auch der Anstieg
der Thrombozytenzahl bei einigen Katzen. Nach Blutverlusten kommt es hier zu ei-
ner reaktiven Vermehrung der Blutplattchen. Auch die Verminderung der Anzahl der
Blutplattchen spiegelt moglicherweise den Verlust wahrend der Operation wieder. Zu
einer Verminderung der Thrombozytenzahl kann es ebenfalls im Zuge toxischer Ein-
flisse und als Folge einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) kommen.
Eine Thrombozytopenie konnte bei vier therapierten Tieren bereits vor der Operation
beobachtet werden, vor allem bei einem Tier der héchsten Dosierungsstufe konnte
ein deutliche Thrombozytopenie (CTC-Grad 3) beobachtet werden.

Es ergab sich fur die hamatologischen Parameter zwar kein statistisch signifikanter
Unterschied fir die verschiedenen Gruppen, ein Zusammenhang zwischen durchge-
fuhrter Therapie und dem Auftreten der Veranderung im Blutbild verscheint jedoch

maoglich (CTC-Korrelationsgrad 3).
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5.3 Dosisfindung

WIELAND (2002) konnte in einer klinischen Studie der Phase | bei der postoperati-
ven Injektion die Dosis von 5x108 IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy als Maximal Tolerier-
te Dosis (MTD) ermitteln. Hierbei wurden Katzen postoperativ in einem Zeitraum von
sieben Tagen funfmal mit der angegebenen Dosis behandelt. Da dieses Therapie-
schema von den Katzen gut vertragen wurde, wurde die Dosis von 5x10° U AdV-
hiL-2 und AdV-felFNy als Dosis fur die zweimalige intratumorale Injektion in einer
Phase 1I-Studie gewahlt. Da bei dieser Dosis bei zweimaliger Injektion in den Tumor
jedoch Toxizitaten von Grad 4 und Grad 5 zu beobachten waren, wurde die Phase II-
Studie abgebrochen und die Studie als Phase I-Studie fortgefuihrt. Es hat sich ge-
zeigt, dass bei der intratumoralen Injektion mehr Genprodukt und/oder Vektor in den
Blutkreislauf abgeschwemmt wird und damit zu Toxizitaten fuhrt. Aufgrund der aufge-
tretenen Toxizitaten verringerte man die Dosis der intratumoralen Injektion auf eine
Einstiegsdosis von 1x10’ IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy und erhdhte sie dann
schrittweise in einer Phase I-Studie bis zum Erreichen der Maximal Tolerierten Dosis

(MTD) fur die intratumorale Injektion.

Durch die steigende Dosierung von AdV-hIL-2 und AdV-felFNy, die Beobachtung der
auftretenden Toxizitdten und die Messung der Serum-Interleukin-2-Spiegel im peri-
pheren Blut konnte eine Dosisfindung erreicht werden. Es erhielten jeweils drei Tiere
die Dosis von je 1x10’, 5x10” bzw. 1x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy. Mit der
héchsten Dosis von 5x10% IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy wurden acht Katzen behan-
delt. Nur bei der hdchsten Dosierung konnten im peripheren Blut messbare Serum-
hiL-2-Spiegel gefunden werden. Da sich bei dieser Dosis jedoch starke Toxizitaten
(CTC-Grad 4 und 5) beobachtet lieRen, wurde die nachstniedrigere Dosis von 1x10°
IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy als Maximal Tolerierbare Dosis (MTD) festgelegt. Die-
se Dosierung wurde im Anschlul? als therapeutische Dosis in einer Phase IlI-Studie

auf ihre Wirksamkeit gepriift.

5.3.1 Interleukin-2-Spiegel

Bei keinem Patienten, der die Dosis von 5x10” oder 1x10° erhalten hatte, konnte zu
irgendeiner Zeit ein Serum-hiIL-2-Spiegel nachgewiesen werden. Erst bei der hdhe-
ren und klinisch schlecht tolerierten Dosis von 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy
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konnte die Transgenexpression mit Abschwemmung in den Blutkreislauf gemessen
werden. Der Peak der Serum-hiIL-2-Konzentration war hierbei 24 Stunden nach der
1. Injektion sichtbar und konnte nur bei einer Katze (Nr. 107) Uber den Tag 0 hinaus-
gehend beobachtet werden. Nach der 2. Injektion konnte kein erneuter Peak der Se-
rum-hlL-2-Konzentration gemessen werden. Bei Katze Nr. 107 konnte am Tag -6
eine Serum-hlL-2-Konzentration von 1635 pg/ml gemessen werden. Bei der Unter-
suchung am Tag O lag sie nur noch bei 137 pg/ml. An den Tagen 2 und 14 war kein
Serum-hIL-2 mehr nachweisbar. Ein Anstieg der Serum-hiL-2-Konzentration nach
der Injektion und das Abfallen der Konzentration in den nachfolgenden Tagen in die-
ser Form war fir alle Katze zu erwarten und konnte auch bei den anderen Katzen
beobachtet werden. Allein fiir die Katze Nr. 107 konnten an den Tagen 45 und 90
wieder ansteigende hlL-2-Spiegel von 363 und 270 pg/ml gemessen werden. Diese
Beobachtung lasst sich biologisch nicht erklaren und lasst einen Mel3fehler in der von
MULLER-HEIDELBERG (2003) durchgefiihrten Untersuchung vermuten.

Bei dem Vergleich der Serum-hlL-2-Spiegel von intratumoral und postoperativ ins
Tumorbett mit 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapierten Tieren (WIELAND,
2002) ergaben sich fir die intratumoral injizierten Tiere trotz gleicher Dosierung mehr
als doppelt so hohe Serum-hlL-2-Konzentrationen (Mittelwert 716 pg/ml) als bei
postoperativer Injektion ins Tumorbett (Mittelwert 286 pg/ml). Zusatzlich konnte bei
allen intratumoral mit dieser Dosis therapierten Katzen ein nachweisbarer hiIL-2-
Spiegel beobachtet werden. Bei den postoperativ behandelten Katzen war das nur
bei 11 von 29 Tieren der Fall.

Bei Tieren, bei denen kein hIL-2 im Serum nachgewiesen werden konnte, wére die
Messung der hIL-2-Spiegel im Tumor selbst notwendig. Die von MULLER-
HEIDELBERG (2003) gemachten Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass
bei der intratumoralen Injektion von AdV-hIL-2 und AdV-felFNy mehr Interleukin im
Tumor exprimiert wird als bei der Injektion ins Tumorbett. Auch eine vermehrte Ab-
schwemmung des Vektors bei postoperativer Injektion ins Tumorbett mit verminder-
ter Interleukin-Expression im Tumorbett ware denkbar. Ein Zusammenhang mit den
unterschiedlichen Durchblutungsverhéltnissen in Tumor und postoperativem Tumor-

bett erscheint hierbei wahrscheinlich.
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5.3.2 Antikdrper gegen Adenoviren

Drei Katzen (Nr. 113, 114, 115) zeigten bereits vor der ersten Injektion neutralisie-
rende Antikdrper gegen Adenoviren des Menschen, und dabei gegen den dem Vek-
tor zugrunde liegenden Virussubtyp 5. Zwischen 15 % und 26 % der von LAKATOS
et al. (2000) auf antiadenovirale Antikérper getesteten Katzen zeigten Titer, obwohl
sie noch keinen iatrogenen Kontakt mit dem gentherapeutischen Vektor hatten. Bei
Katzen mit antiadenoviralen Antikorpern vor der Therapie kann man davon ausge-
hen, dass eine Immunantwort gegen den Vektor bereits mit der Sekretion von Im-
munglobulinen (Ig) vom Typ Ig G durch Ged&achtniszellen des B-Zell-Systems be-
ginnt und nicht wie bei Katzen ohne vorherige Antikdrper erst mit der Bildung von

Ig M, welches erst spater von Ig G unterstitzt wird.

Bei dem Vergleich der antiadenoviralen Antikorper von praoperativ intratumoral und
postoperativ ins Tumorbett mit 5x10% U AdV-hIL-2 und AdV-felFNy therapierten Tie-
ren (WIELAND, 2002; MULLER-HEIDELBERG, 2003) zeigten die postoperativ inji-
zierten Tiere eine friher einsetzende und stérker ausfallende Immunantwort. Die
Neutralisationskapazitat erreichte nach einem Monat bei den postoperativ therapier-
ten Katzen fast dreimal so hohe Werte wie bei den intratumoral injizierten Tieren. Die
verstarkte Immunantwort nach Applikation ins Tumorbett im Vergleich zur intratumo-
ralen Injektion lasst sich hauptsachlich durch die erhhte Abschwemmung von Vek-

toren und die nachfolgende Transduktion von Zellen anderer Organe erklaren.

Nach intratumoraler Injektion bleibt die humorale Immunantwort deutlich geringer,
was entweder auf die Abgeschirmtheit des Tumors nach auf3en und die relative Un-
durchlassigkeit der ihn umgebenden extrazellularen Matrix zurtickzuflihren ist oder
aber auf die hinreichende Inhibition der Immunantwort durch den Tumor selbst
(CHEN et al. 2000).
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54 Schlussbetrachtung

Die vorliegende Studie war als eine klinische Studie der Phase Il geplant, bei der mit
einer Dosis von 5x10° IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy eine intratumorale, praoperative
immunstimulierende Therapie durchgefuhrt werden sollte. Nach dem Auftreten von
Toxizitaten des CTC-Grades 4 und 5 bei dieser Dosis wurde die Studie abgebrochen
und eine Dosisfindungsstudie mit aufsteigender Dosis von je 1x10’, 5x10” und 1x10°
IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy durchgefiihrt. Ziel der Studie sollte das Auffinden der
Maximal Tolerierten Dosis (MTD) als therapeutische Dosis fur eine nachfolgende
Phase II-Studie sein. Bei der Dosisstufe von 1x10° [lU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy
konnte in der Phase I-Studie keine Toxizitat beobachtet werden. Die Dosis wurde
daraufhin nicht weiter erhdht, sondern die Ergebnisse aus der abgebrochenen Phase
Il wurden als ausreichend fiir die Dosis von 5x10° [lU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy an-
gesehen. Das Ziel der Phase I-Studie konnte mit der Definition einer Dosis von 1x10®
IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy als MTD erreicht werden. Als Hilfsmittel fur die Beo-
bachtung und Bewertung der auftretenden Toxizitaten hat sich auch in dieser Studie
die von WIELAND (2002) fur die Tiermedizin modifizierte CTC-Tabelle bewahrt.

Unter ethischen Gesichtspunkten wurde auf die praoperative Verabreichung von Pla-
cebos an die Kontrollgruppe verzichtet. Durch die daraus resultierenden unterschied-
lichen Zeitplane der Gruppen war es jedoch schwierig, die Gruppen miteinander zu
vergleichen. Gerade hinsichtlich der durch den Klinikaufenthalt an sich bedingten
Verdnderungen ware es interessant gewesen, die Veranderungen im Zuge der prao-
perativen stationaren Aufenthalte nach den Injektionen mit einer Kontrollgruppe ver-
gleichen zu kénnen. Da jedoch hier im Sinne der Tiere verantwortlich gehandelt wer-
den musste, wurde auf eine von den zeitlichen Ablaufen zu den Therapiegruppen

konforme Kontrollgruppe verzichtet.

Insgesamt laft sich anhand der Ergebnisse dieser Studie und der Ergebnisse von
MULLER-HEIDELBERG (2003) vermuten, dass bei der intratumoralen Injektion von
AdV-hIL-2 und AdV-felFNy im Vergleich zur postoperativen Gabe eine héhere Ex-
pression von IL-2 am Ort der erwinschten Wirkung (hier also im Tumor) erzielt wer-
den konnte. Zudem lasst sich bei der postoperativen Gabe eine geringere Bildung

von neutralisierenden Antikdrpern gegen die verwendeten Adenoviren feststellen. Ein
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weiteres Problem bei der immunstimulierenden Therapie mit Adenoviren stellt das
»LAdenovirus Shedding®, also die Abschwemmung des Vektors in den Kreislauf dar.
Fir zukinftige Studien mit IL-2 bleibt zu empfehlen, keine xenogenen, also artfrem-
den Gene zur Gentherapie zu verwenden, sondern spezieseigene, da eine Antikor-
perbildung gegen die verwendeten Gene und deren Expressionsprodukte stattfinden
kann und es nicht auszuschlief3en ist, dass sich die Antikdrper auch gegen koérperei-
genes IL-2 richten.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie war zunachst als eine klinische Studie der Phase Il geplant, in
der mit einer Dosis von 5x10% IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy eine intratumorale im-
munstimulierende Therapie bei Katzen mit Fibrosarkom durchgefuhrt werden sollte.
Als Ausgangsdosis orientierte man sich dabei an der von WIELAND (2002) erprobten
Dosis von je 5x10° IU rekombinanten viralen Vektoren (AdV-hIL-2 bzw. AdV-felFNy).
Durch das Auftreten starker Toxizitdten musste die Studie abgebrochen werden. Da-
her wurde eine klinische Studie der Phase | durchgefihrt, bei der sowohl der Zeit-
punkt als auch die Dosierung der Therapie verandert wurden. Ziel der Studie war es,
anhand einer Dosisfindung die maximal tolerierbare Dosis der praoperativen intratu-
moralen immunstimulierenden Therapie mit AdV-hlL-2 und AdV-felFNy herauszufin-
den. Dazu wurde insgesamt 20 Tiere zusatzlich zur chirurgischen Entfernung des
Tumors mit einer Dosis von je 1x10’ IU bis 5x10° IU Virus behandelt, wovon jeweils
drei Patienten die Dosis 1x10" U, 5x10’ IU und 1x10° IU und 11 Patienten die Dosis
von 5x10° IU erhielten. Acht Katzen wurden als Kontrolltiere ausschlieRlich einer chi-
rurgischen Therapie unterzogen. Alle Katzen wurden im Verlauf der Studie regelmé-
Rig tierarztlich untersucht und alle dabei erfassten klinischen, hamatologischen und
klinisch-chemischen Parameter in einer CTC-Tabelle erfasst und hinsichtlich ihrer
Toxizitat bewertet. Zusatzlich wurden von allen Katzen der héchsten (5x10° IU AdV-
hiL-2 und AdV-felFNy) und zweithéchsten (1x10® IU AdV-hiIL-2 und AdV-felFNy) so-
wie von einer Katze der 5x10’ IU AdV-hIL-2 und AdV-felFNy-Dosierungsgruppe die
Serum-hlIL-2-Spiegel bestimmt.

Erst bei der héchsten und klinisch schlecht tolerierten Dosis von 5x10° konnte die
Transgenexpression mit Abschwemmung von IL-2 in den Blutkreislauf durch mess-
bare Serum-Interleukin-2-Spiegel nachgewiesen werden. Als auftretende Toxizitaten
konnten Erh6hung der Korpertemperatur, Gewichtsreduktion, Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens, Abnahme des Hamatokrits, Thrombozytopenie und Leukozyto-
penie beobachtet werden.

Anhand dieser Ergebnisse hat sich eine Dosis von je 1x10°® IU AdV-hIL-2 und AdV-
felFNy als von den Patienten gut tolerierte Dosis herausgestellt. Diese Dosis wurde

im Anschluss in einer klinischen Studie der Phase Il auf inre Wirksamkeit geprtift.
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5 Summary

"Phase-l clinical trial on the neoadjuvant immunstimulatoric therapy of

feline fibrosarcomas with interleukin-2 and interferon-gamma"”

The study presented here was at first laid out as a phase Il clinical study in which an
intratumoral immune-stimulating therapy of cats with fibrosarcomas with a dose of
5x10° IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy should be executed. The proven dosage of 5x10°
IU AdV-hIL-2 respectively AdV-felFNy found by WIELAND (2002) was chosen as an
initial dosage. Due to the appearance of strong toxicities the study had to be aborted.
Instead a clinical phase | study was carried out, in which the schedule as well as the
dosage of therapy was changed. The objective of this study was to determine the
maximum tolerable dose of a preoperative intratumoral immune-stimulating therapy
with AdV-hIL-2 and AdV-felFNy by dose escalation. A total of 20 animals were
treated with doses of 1x10’ to 5x10° U AdV-hIL-2 and AdV-felFNy in addition to the
surgical removal of the tumor. Three patients were treated with doses of 1x10’, 5x10’
and 1x10° IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy each and eleven patients were treated with
a dosage of 5x10° IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy . Eight cats were enrolled as control
and received surgical removal exclusively. All cats were monitored by veterinarians
on a regular basis throughout the study and all clinical, haematological and bio-
chemical parameters were recorded in a CTC-Table and judged according to toxicity.
In addition to this the Interleukin-2-level in the serum of all cats of the highest (5x10°
IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy) and second highest (1x10® IU AdV-hIL-2 and AdV-
felFNy) as well as of one cat of the 5x10” IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy -dosage
were recorded. Only with the highest and clinically poorly tolerated dosage of 5x10°
IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy the expression of the transgene with subsequent entry
to the circulatory system could be proven by recordable amounts of Interleukin-2 in
the serum. As occurring toxicities rise in body temperature, weight reduction, impair-
ment of general condition, decline of haematocrit, thrombocytopenia and leucocyto-
penia were observed.

Based on these results a dosage of 1x10% IU AdV-hIL-2 and AdV-felFNy was found
to be the maximum tolerated dose. This dosage was currently evaluated for effec-

tiveness in a phase Il clinical trial.
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Adspektion

adspektorisch

Adenovirus

Adenovirus, das das Gen fur humanes IL-2 tragt
Adenovirus, das das Gen fir felines IFNy tragt
Atemfrequenz

Antikorper
Alanin-Amino-Transferase
Aspartat-Amino-Transferase
Auskultation

auskultatorisch

beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Caudal

cluster of differentiation

Zentimeter

cranial

Common Toxicity Criteria

Tag

Deutsches Arzneibuch
Disseminierte intravasale Gerinnung
Deziliter

Deutsche Mark
Desoxiribinonukleinsaure

Doktor

Ethylendiamintetraazetat
Enzym-linked immunosorbent assay
et cetera

felines

Felines Leukosevirus
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FeSv Felines Sarkomvirus
FGF Fibroblasen-Wachstumsfaktor
FIvV Felines Immundefizienzvirus

fMAGE Felines Melanom-Antigen

ug Mikrogramm

g Gramm

GMCSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-Stimulierender-Faktor
ar. grof3

h Stunde

hiL-2 humanes IL-2

Hb Hamoglobin

HF Herzfrequenz

histol. histologisch

Hkt Hamatokrit

I V. intravends

IL Interleukin

ICH International Conference on Harmonisation
IFN Interferon

U Infectious Units

I U. Internationale Einheit

k kastriert

K Kontrolle

kg Kilogramm

KFZ kapillare Fullungszeit

KGW Kdrpergewicht

KI. klein

klin. klinisch

I Liter

Ifd. laufend

LMU Ludwig-Maximillians-Universitat
m mannlich

mg Milligramm

MHC major histocompatibility complex
pl Mikroliter
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mi Milliliter

pmol Mikromol

mol Mol

mmol Millimol

1. MTK 1. Medizinische Tierklinik
MTD Maximal Tolerierte Dosis
NCI National Cancer Institute
n.d. nicht durchgefuhrt

NKC natural killercell

Nr. Nummer

PD Privatdozent

PDGF Platelet-Derived-growth-factor
PG Prostaglandin

PGE Prostaglandin E

pg Pikogramm

p.o. per 0s

Pr. Primartumor

Prof. Professor

Re. Rezidiv

RNS Ribonukleinsaure

S Sicherheitsstufe

S.C. subkutan

segmentk. segmentkernig

SH Schleimh&ute

SPSS Statistical Package for the Social Science
stabk. stabkernig

T Therapie

TGF Transformations-Wachstumsfaktor
T4 Thyroxin

Tel. Telefon

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

V. Vena

VLS Vaskular Leak Syndrom

w weiblich
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WHO World-Health-Organisation
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12 Anhang

12.1 Informationsschreiben fir die praktischen Tierarzte

Medizinische Kleintierklinik Prof. Dr. Johannes Hirschberger

der Universitat Miinchen

Lehrstuhl fiir Innere Krankheiten des Pferdes und Veterinarstr. 13
. d?r klel_nen_ Hauspere . 80539 Miinchen
sowie fur gerichtliche Tiermedizin

0172 8538177

Handy:
el 089/2180-2640
el.:
¢ ] . 089/2180-5913
. ax:
Vorstand: Prof. Dr. Katrin Hartmann o Johannes. Hirschberger@med.
-Maill:

vetmed.uni-muenchen.de

U-Bahn: Linie 3 und 6, Haltestelle "Universitat"

Information Therapie des felinen Fibrosarkoms — neues Therapieprojekt

Die Therapie des Fibrosarkoms der Katze ist ein aktuelles Problem. Wie Sie wissen, kommt es auch
nach sorgfaltiger chirurgischer Exzision des Tumors sehr oft zu Rezidiven. Die Chemotherapie liefert
bis heute keine befriedigenden Resultate und ist mit dem Risiko von Nebenwirkungen behaftet.

Neue Hoffnung liegt in der Gentherapie. S
Die Rezidivrate bei felinen Fibrosarkomen
konnte in der Studie von Quintin-Colonna
(1996)" von 69% auf 31% gesenkt werden.
Die Therapie wurde von den Katzen sehr
gut vertragen, und die Nebenwirkungen
beschrankten sich auf lokale Entziindungs-
reaktionen.
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804 i \ = |
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% of Survival
=

% of tumor-free cats

b
=

Das Institut fur Experimentelle Onkologie
und TherapleforSChung des Kllnlkums 0123456789 1M0I11213141516 Uﬂ 12345678 910111213141516
Rechts der Isar, die I. Medizinische Tierkli- months post treatment months post treatment

nik und die Chirurgische Tierklinik der Uni- M therapicrte Tiere e-e Kontrollticre ohne Randomisicrung
versitat Munchen filhren eine Therapiestu- 88 Kontrollticre

die (Doppelblindstudie) bei Katzen mit einem im Vergleich zu Quintin-Colonna erweiterten Therapie-
konzept durch. Vor der chirurgischen Tumorexzision durch Herrn Prof. Dr. Roberto Késtlin erfolgt eine
Injektion in den Tumor und das umgebende subkutane Bindegewebe. Das Injektat enthélt bei der
ersten Gruppe gentechnisch veranderte Adenoviren, die die Tumorzellen zur Produktion von tumorizi-
dem Interleukin (IL2) und Interferon y (IFNy) anregen. Die Adenoviren selbst sind replikationsunfahig
und werden durch die einsetzende Antikdrperbildung allmé&hlich eliminiert. Bei der zweiten Gruppe
wird Uber einen nonviralen Vektor die Information zur Bildung von Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierendem-Faktor (GMCSF) in die Tumorzellen eingeschleust.

. Quintin-Colonna F, Devauchelle P, Fradelizi D, Mourot B, Faure T, Kourilsky P, et al. Gene therapy of spontaneous canine 153
melanoma and feline fibrosarcoma by intratumoral administration of histoincompatible cells expressing human interleukin-2.
Gene Therapy 1996;3:1104-1112.



Bei beiden Therapiegruppen ist die Forderung der unspezifischen Abwehr und die Verstarkung der Zytotoxizitat
der Makrophagen das Ziel der Injektion. Dadurch soll die Immunabwehr so vorbereitet werde, daf3 nach der
Exzision des Tumors eventuell im Operationsgebiet verbliebene Tumorzellen abgetdtet werden.

Die Tiere bleiben fiir einige Tage in der Medizinischen Tierklinik. Die Operation in der Chirurgischen Tierklinik,
die stationaren Aufenthalte und samtliche Kontrolluntersuchungen sind kostenfrei.

Kriterien fiir den Einstieg in die Gentherapiestudie:

Felines Fibrosarkom — Erstmanifestation oder Rezidiv — am Rumpf
gutes Allgemeinbefinden

keine Metastasen

keine Kortikosteroide in den letzten 8 Wochen

keine Vorbehandlung durch Radiotherapie, Chemotherapie, Gentherapie
keine andere Krebskrankheit in der Anamnese

Wir sind telefonisch, per Fax und direkt Uber eine Handynummer zu erreichen:

0177 4807348 Frau Wiedmann (Doktorandin Fibrosarkomstudie)
0170 3100130 Herr Kjaergaard (Doktorand Fibrosarkomstudie)

0172 8538177 Prof. Hirschberger

In der onkologischen Sprechstunde erfolgt keine Beratung, Diagnostik, Therapie oder auch Vakzination, die
nicht direkt mit dieser Therapiestudie in Verbindung steht. Die Patienten werden fir jede andere Beratung,
Diagnostik oder prophylaktische Malnahme wie z.B. Impfungen an Sie zurtickuiberwiesen.

Wir verabreden mit dem Tierbesitzer einen Termin aufRerhalb der Kliniksprechstunde. Es gibt keine Wartezei-
ten.
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12.2 Informationsschreiben fur die Besitzer

Medizinische Kleintierklinik und Institut fur Experimentelle Onkologie
Chirurgische Tierklinik der Technischen Universitat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Ismaninger Str. 22
Veterinarstr. 13, 80539 Miunchen 81675 Munchen

Informationsblatt zur Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie

Interleukin-/ Interferon-/ Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor-Gentherapie als Zusatztherapeutikum
in der veterindrmedizinischen Onkologie

Sehr geehrte Katzenbesitzerin, sehr geehrter Katzenbesitzer,
Ihnen wurde angeboten, mit Ihrer Katze an einer klinischen Forschungsstudie teilzunehmen.

Was ist eine klinische Forschungsstudie?

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

Bevor Sie entscheiden, ob Sie mit lhrer Katze an einer solchen klinischen Forschungsstudie
teilnehmen wollen, mussen Sie sowohl die Vorteile als auch die Risiken kennen. Dieses |h-
nen vorliegende Informationsblatt mochte Inhalt und Zweck der klinischen Forschungsstudie
sowie Vor- und Nachteile fir lhre teilnehmende Katze moglichst genau darlegen. Sie haben
weiterhin die Moglichkeit, mit dem Arzt, der Ihre Katze behandelt, ein ausfihrliches Bera-
tungsgesprach zu fuhren.

Wenn Sie sich nach dieser Aufklarung und Beratung fir die Teilnahme Ihrer Katze an der
klinischen Forschungsstudie entscheiden, werden Sie gebeten, ein entsprechendes Form-
blatt (Einwilligungserklarung) zu unterschreiben. Sie erhalten dann eine Kopie dieser Erkla-
rung, die Sie aufbewahren sollten.

Beschreibung der Studie
Die Behandlung von Katzen, die an einem Fibrosarkom leiden, mit der momentan Ublichen
Methode (operative Entfernung des Tumors) hat sich als enttduschend erwiesen. In weit

mehr als 50 % der Falle rezidiviert der Tumor, d. h. dass es nach einer gewissen Zeit zu ei-
nem erneuten Tumorwachstum an derselben Stelle kommt.

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

In der hier beschriebenen Studie wird zur Starkung der korpereigenen Immunreaktion ein
spezieller Impfstoff verwendet, der aus gentechnisch veranderten Adenoviren oder einem
nonviralen Vektor besteht. Mithilfe der Studie sollen Wirksamkeit und mégliche Nebenwir-
kungen dieses Impfstoffes bewertet werden.

Die bei lhrer Katze verwendeten Viren sind aulerdem gentechnisch so behandelt worden,
dass sie sich nicht mehr vermehren und damit keine virale Erkrankung im tblichen Sinne
hervorrufen konnen.

Beschreibung der wissenschaftlichen Vorgehensweise und der Verfahren

Der Impfstoff dieser klinischen Studie wird aus Adenoviren hergestellt. Diese stammen vom
Menschen und kdnnen nach bisherigen Erfahrungen keine Erkrankung bei der Katze hervor-
rufen. Die Viren wurden durch Labormethoden folgendermal3en verandert:

e durch Entfernen der Erbinformation, die das Virus fur seine Vermehrung bengtigt, kdnnen
sich diese Viren nicht mehr in normalen Koérperzellen (z. B. den Zellen Ihrer Katze) ver-
mehren.

e durch gentechnische Behandlung wurden den Viren Gene fiur Interleukin-2 und Interfe-
ron y eingepflanzt, die von diesen Viren zu normalen Korperzellen transportiert, dort in der
Lage sind, Interleukin und Interferon zu produzieren.

Interleukin-2, Interferon y und GMCSF sind Eiweil3stoffe, welche die kérpereigene Immunre-
aktion anregen und normalerweise von Zellen des Immunsystems gebildet werden. Um die
Produktion von Interleukin-2 und Interferon y im Korper Ihrer Katze zu erhdéhen, wird ihr der
oben beschriebene Impfstoff unter die Haut gespritzt. So soll das Immunsystem der Katze
dazu angeregt werden, die Fibrosarkomzellen, die nach der operativen Entfernung des
sichtbaren Tumors noch zuriickgeblieben sind, zu bek&mpfen.

Interleukin-2: In frGheren Studien hat sich sowohl bei Hunden und Katzen als auch beim
Menschen gezeigt, dass Interleukin-2 bei einigen Patienten in der Lage ist, Grél3e oder An-
zahl von Tumoren zu verringern. Wurden dabei Nebenwirkungen beobachtet, so war dies
meist auf sehr hohe Dosen von Interleukin-2 im Gesamtorganismus zurickzufuhren. lhre
Katze wird nur drtlich (im Tumorgebiet) behandelt. (Auf Art und Schweregrad der Nebenwir-
kungen wird in einem gesonderten Abschnitt dieses Informationsblattes noch eingegangen.)
In der hier beschriebenen klinischen Studie werden wesentlich kleinere Mengen Interleukin-2
verwendet, um das Immunsystem lhrer Katze so anzuregen, dass es in die Lage versetzt
werden soll, die Tumorrestzellen zu zerstoren.

Interferon y: Bei der Verabreichung von Interferon y als Arzneimittel wurden wesentlich ge-
ringere Nebenwirkungen beobachtet.
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Praktische Durchfihrung der Studie am Patienten

Operationen: Die Impfung mit dem neuartigen Gentherapeutikum erfolgt, bevor der Tumor
Ihrer Katze in der Chirurgischen Tierklinik durch eine Operation in Vollnarkose entfernt
wird. So erhélt also jede Katze die bislang optimale Therapie und vorher gegebenenfalls
das zu prufende Medikament.

Impfungen: Der Impfstoff wird lhrer Katze im Gebiet, in dem der Tumor entfernt wird, unter
die Haut gespritzt.

Kontrolltiere: Ein Viertel der Tiere werden nach einem mathematischen Schliissel der sog.
Kontrollgruppe zugeordnet. Diese Tiere erhalten keine Gentherapie, wohl aber die tbliche
Standardtherapie.

Blutuntersuchungen: Vor und nach der Impfung wird eine vollstandige Blutuntersuchung
gemacht. Auch bei den Nachkontrollterminen werden Blutuntersuchungen durchgefihrt,
um nachzuweisen, inwieweit das Immunsystem Ihrer Katze durch die Zusatztherapie akti-
viert wurde.

Rontgendiagnostik: Vor der Therapie sollen Réntgenaufnahmen der Lunge zeigen, ob
schon Tochtergeschwiilste vorliegen. Bei den Nachuntersuchungen einige Monate nach
der Therapie werden die Lungen noch einmal rontgenologisch auf Tochtergeschwilste
untersucht.

Arztliche Uberwachung: In der Zeit der Studie wird der Gesundheitszustand lhrer Katze
intensiv von |Ihrem behandelnden Tierarzt bzw. von den Tierarzten der Medizinischen
Tierklinik Uberwacht werden. Dazu ist es erforderlich, dass Sie mit lhrer Katze

e Zwei und sechs Wochen nach der Operation

e und danach jeden dritten Monat zur tierarztlichen Nachkontrolle kommen (bis zum En-
de des ersten Jahres).

Mit dieser engmaschigen Kontrolle soll der Operationserfolg, die Auswirkung der zusatzli-
chen Gentherapie und die mégliche erneute Bildung von Tochtergeschwiilsten bei lhrer
Katze frihzeitig festgestellt werden.

Abbruch der Studie: Sollten sich erhebliche Nebenwirkungen zeigen, so wird die klinische
Studie abgebrochen. Die Studie wird ebenfalls beendet, wenn bei lhrer Katze neue Tumo-
ren nachgewiesen werden.

Da es sich um ein neuartiges Behandlungsverfahren handelt, sollen mit der Studie Antwor-
ten zu folgenden Punkten gefunden werden:

Wirksamkeit: Wie wirksam wird mit der Behandlung das Fibrosarkom lhrer Katze einge-
dammt werden kénnen — d. h. wird es gelingen, das Wiederauftreten des Tumors nach
der chirurgischen Entfernung zu verhindern oder zumindest die Zeitspanne bis zum Wie-
derauftreten des Tumors zu verlangern.

Dosierung: Welches ist die fur die Impfungen bendtigte optimale Dosis des Impfstoffs?

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

Lokale Reaktionen: In friheren klinischen Studien, in denen ebenfalls lokal Interleukin 2
verabreicht wurde, traten als Nebenwirkungen Hautrétungen und Schwellungen am Ort
der Injektion auf.

Reaktionen des Gesamtorganismus: Bei Gabe von sehr hohen Interleukin 2-Mengen tber
einen vendsen Zugang kam es sowohl beim Menschen als auch bei Tieren zu ernsthaften
Komplikationen (wie Fieber, Erbrechen, Bluthochdruck und Schock). Ihrer Katze wird aber
Interleukin-2 aber nur ortlich unter die Haut und nicht direkt in die Vene gespritzt. Heute
weild man jedoch, dass solche Nebenwirkungen nur von Konzentrationen hervorgerufen
werden, die um das 100- bis 1000fache tber der Dosis liegen, die fur eine Immunstimula-
tion durch das Interleukin 2 benétigt wird.

Allergische Reaktionen: Es zeigten sich bisher — bei Verabreichung der selben Viruslo-
sung, die auch in dieser klinischen Studie verwendet wird, bei Hunden, Versuchstieren
und bei Menschen - keine allergischen Reaktionen nach der Impfung.

Virale Infekte: Das Virus, welches in der Studie verwendet wird, ist ein sogenanntes “Ade-
novirus”. Es ist gentechnisch so verandert, dass es nicht fahig ist, sich zu vermehren.
Vermehrungsfahige, naturlich beim Menschen vorkommende Adenoviren kdnnen Entzin-
dungen der Atemorgane und des Darmes hervorrufen.

Weitere wichtige Hinweise

Autopsie: Wahrend der Zeit, in der lhre Katze an der klinischen Studie teilnimmt, werden
Sie Uber alle neuen Erkenntnisse informiert werden, welche Ihre Bereitschaft zur weiteren
Teilnahme beeinflussen kénnten. Im Falle des Ablebens Ihrer Katze, ob durch Unfall oder
durch eine Krankheit, auch dann, wenn diese nicht mit der Studie im Zusammenhang
steht, werden Sie um die Zustimmung zu einer Autopsie ersucht werden. Sie sollten sich
diesbezugliche Gedanken machen.

Kosten fur die Impfungen, die arztlichen Verlaufsuntersuchungen, die Aufenthalte in der U-
niversitats-Tierklinik und die oben angesprochenen Blut- und Rdntgenuntersuchungen
werden Ihnen nicht in Rechnung gestellt.

Vorteile und Nutzen
Aufgrund unserer bisherigen Forschungsergebnisse aus Zellkulturexperimenten und Tier-
versuchen mit Mausen erwarten wir, dass die in dieser Forschungsstudie angewandte Be-

handlung von besonderem Nutzen sein wird. Es gibt jedoch nur wenig Erfahrung mit dieser
neuen Technik zur Behandlung von Krebspatienten.
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Anhang

Vertraulichkeit

Die Forschungs- und Klinikberichte lhrer Katze sind vertraulich. Weder der Name lhrer Katze
noch lhr Name noch andere personliche Informationen, die lhre ldentifizierung erlauben
wurden, durfen in Berichten oder Vero6ffentlichungen tber diese Studie verwendet werden.

Recht auf Ablehnung der Teilnahme und Rucktritt von der Studie

Die Entscheidung zur Teilnahme oder Nichtteilnahme an der Studie liegt alleine bei Ihnen.
Um diese Entscheidung zu treffen, muss Ihnen die Studie vom Tierarzt erklart werden und
Sie miussen das, was Sie Uber die Studie oder andere mogliche Therapieformen erfahren
haben, verstehen. Wenn Sie sich entscheiden, nicht an der Studie teilzunehmen, steht Ihnen
die Standardtherapie vorurteilsfrei zur Verfigung. Wenn Sie an der Studie teilnehmen, ha-
ben Sie jederzeit das Recht, von der Studie zurtickzutreten. Sollten Sie zuricktreten, so
werden Ihnen entsprechend dem medizinischen Befinden lhrer Katze andere verfligbare
Heilverfahren angeboten.
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Anhang

12.3 Einverstandniserklarung

Medizinische Kleintierklinik und Institut fur Experimentelle Onkologie
Chirurgische Tierklinik der Technischen Universitat
der Ludwig-Maximilians-Universitat Ismaninger Str. 22
Veterinarstr. 13 , 80539 Munchen 81675 Munchen

Einverstandniserklarung des Patientenbesitzers nach vorheriger Aufklarung zur
Teilnahme an einer klinischen Forschungsstudie

Interleukin- / Interferon- / Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-Stimulierender-Faktor- Gentherapie als Zusatz-
therapeutikum in der veterinarmedizinischen Onkologie

Ich erklare mich damit einverstanden, dass meine Katze in die oben aufgefiihrte klinische Studie
der Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen und des Institutes fur Experimentelle Onkologie
der TU Minchen aufgenommen wird. Ich bin mir dariber im Klaren, dass meine Katze an einem
randomisierten Blindversuch teilnimmt. Die BehandlungsmalRnahme, der mein Tier unterzogen
wird, besteht aus der allgemein anerkannten Therapiemethode (operative Entfernung des Tu-
mors). Vor dieser Primarbehandlung erhéalt meine Katze die Behandlung mit gentechnisch veran-
derten Adenoviren oder nonviralem Vektor oder Placebo. Die Gentherapie wird wahrend der Stu-
die als Zusatztherapie eingesetzt, um die Metastasenbildung und die Neubildung des Tumors zu
hemmen.

Ich wurde sowohl Uber die potentiellen Risiken, als auch Uber die Vorteile der Behandlung aufge-
klart, habe sie verstanden und erklare mich — unter Wahrung meiner Interessen — einverstanden
mit der Behandlung.

Ich erklare mich damit einverstanden, mein Tier den Erfordernissen entsprechend zu Folgeunter-
suchungen vorzustellen. Sollte der Patient zu einer Folgeuntersuchung nicht erscheinen, bin ich
mit der Ubernahme der Operations- und medizinischen Behandlungskosten entsprechend der Ge-
bUhrenordnung fur Tierarzte einverstanden.

Ort, Datum Unterschrift des Patientenbesitzers

Ort, Datum Unterschrift des Tierarztes

Name des Tierarztes (Druckschrift)
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Anhang

12.4 Erhebungsbogen Tag —7 bis Tag 0 (Gruppe 5x10° [U)

Aufkleber

Name des Uberweisenden Praktikers:
Adresse des Uberweisenden Praktikers:

Tel.Nr. des Uberweisenden Praktikers:

Vorbericht des Uberweisenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag -7 (Dienstag)

Klinische Untersuchung Tag -7
Allgemeinbefinden:

Datum:

Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF:

Ausk.:

Puls: HF:

Kreislauf: SH:

KFZ:

Kdrperéffnungen:

Abd.:

Gewicht:

Temperatur:

Sonstiges:

Rontgen:

Zytologie:

Spezielle Untersuchung Tag -7
Tumorlokalisation (Kérperregion):

Tumorgrole:

Tumorbeschaffenheit:

Rezidiv: Oja
Wenn ja:

Einschlusskriterien in die Studie

[ nein
Wer hat operiert?

Wann operiert?

Befund histol. gesichert?

Ist der Besitzer einverstanden (Chirurgie, klin. Studie, Nachuntersuchungen)?
Hat die Katze von der Tumorerkrankung abgesehen eine Lebenserwartung von

mehr als einem Jahr?

Ist der Tumor von der klin. Untersuchung ausgehend beurteilt in einer Sitzung operabel?

Ausschlusskriterien aus der Studie

Hat die Katze in der Vergangenheit eine Strahlen-, Chemo- oder Gentherapie erhalten?
Wurde die Katze in den letzen 8 Wochen mit das Immunsystem beeinflussenden Stoffen

(z. B. Kortikosteroiden) behandelt?

Gibt es Hinweise auf das Vorliegen von Metastasen des Fibrosarkoms?

Gibt es Hinweise auf einen anderen malignen Tumor zur Zeit oder in der Anamnese?

Ist die Katze trachtig?

Oja

Oja
Oja

Oja
Oja
Oja
Oja

[ nein

[ nein
[ nein

(I nein

[ nein
[ nein
[ nein
[ nein
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Anhang

O Name:

Blutuntersuchung Tag -7 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Blutbild Serumwerte
Gerinnung Hormone
Infektion
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Anhang

Name:

Klinische Untersuchung Tag -6 (Mittwoch) Datum:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:

Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:

Kdrperéffnungen: Abd.:

Gewicht:

Temperatur:

Futteraufnahme:

Harn- und Kotabsatz:

Sonstiges:

Entlassung: Uhrzeit:
Wer? :
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Anhang

Name:

Klinische Untersuchung Tag -1(Montag) Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:
Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Wunde:

Medikamente:

Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag -1
(Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Klinische Untersuchung Tag O (Dienstag)  Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:
Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Sonstiges:
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Anhang

12.5 Erhebungsbogen Tag —14 bis Tag 0
(Gruppen 1x107, 5x10” und 1x10° IU)

Aufkleber

Name des Uberweisenden Praktikers:
Adresse des Uberweisenden Praktikers:

Tel.Nr. des Uberweisenden Praktikers:

Vorbericht des Uiberweisenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag -14 (Dienstag) Datum:
Klinische Untersuchung Tag -14

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Rontgen:
Zytologie:

Spezielle Untersuchung Tag -14
Tumorlokalisation (Kérperregion):
Tumorgrole:
Tumorbeschaffenheit:
Rezidiv: Oja [ nein
Wenn ja: Wer hat operiert?
Wann operiert?
Befund histol. gesichert?

Einschlusskriterien in die Studie

Ist der Besitzer einverstanden (Chirurgie, klin. Studie, Nachuntersuchungen)? Oja [0 nein
Hat die Katze von der Tumorerkrankung abgesehen eine Lebenserwartung von
mehr als einem Jahr? Oja [0 nein

Ist der Tumor von der klin. Untersuchung ausgehend beurteilt in einer Sitzung operabel? [1ja [0 nein

Ausschlusskriterien aus der Studie
Hat die Katze in der Vergangenheit eine Strahlen-, Chemo- oder Gentherapie erhalten? [ ja 0 nein
Wurde die Katze in den letzen 8 Wochen mit das Immunsystem beeinflussenden Stoffen

(z. B. Kortikosteroiden) behandelt? Oja 0 nein
Gibt es Hinweise auf das Vorliegen von Metastasen des Fibrosarkoms? Oja 0 nein
Gibt es Hinweise auf einen anderen malignen Tumor zur Zeit oder in der Anamnese? Oja 0 nein
Ist die Katze trachtig? Oja 0 nein
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Anhang

O Name:

Blutuntersuchung Tag -14 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Blutbild Serumwerte
Gerinnung Hormone
Infektion
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Name:

Klinische Untersuchung Tag -13 (Mittwoch) Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Sonstiges:

Entlassung: Uhrzeit:
Wer? :
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Name:

Klinische Untersuchung Tag -7(Dienstag)  Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:
Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Wunde:

Medikamente:

Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag -7
(Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Klinische Untersuchung Tag -6 (Mittwoch) Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:
Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Sonstiges:
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Name:

Klinische Untersuchung Tag O (Dienstag)  Datum:

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:
Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Futteraufnahme:
Harn- und Kotabsatz:
Wunde:

Medikamente:

Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag O
(Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)
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12.6 Erhebungsbogen Tag 0 (Kontrollgruppe)

Aufkleber

Name des Uberweisenden Praktikers:
Adresse des Uberweisenden Praktikers:

Tel.Nr. des Uberweisenden Praktikers:

Vorbericht des Uberweisenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag O (Dienstag) Datum:
Klinische Untersuchung Tag O

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Rontgen:
Zytologie:

Spezielle Untersuchung Tag O
Tumorlokalisation (Kérperregion):
Tumorgrolie:
Tumorbeschaffenheit:
Rezidiv: Oja [0 nein
Wenn ja: Wer hat operiert?
Wann operiert?
Befund histol. gesichert?

EinschluRkriterien in die Studie

Ist der Besitzer einverstanden (Chirurgie, klin. Studie, Nachuntersuchungen)? Oja 0 nein
Hat die Katze von der Tumorerkrankung abgesehen eine Lebenserwartung von
mehr als einem Jahr? Oja [0 nein

Ist der Tumor von der klin. Untersuchung ausgehend beurteilt in einer Sitzung operabel? [ ja [0 nein

AusschluRkriterien aus der Studie
Hat die Katze in der Vergangenheit eine Strahlen-, Chemo- oder Gentherapie erhalten? [ ja 0 nein
Wurde die Katze in den letzen 8 Wochen mit das Immunsystem beeinflussenden Stoffen

(z. B. Kortikosteroiden) behandelt? Oja 0 nein
Gibt es Hinweise auf das Vorliegen von Metastasen des Fibrosarkoms? Oja 0 nein
Gibt es Hinweise auf einen anderen malignen Tumor zur Zeit oder in der Anamnese? Oja 0 nein
Ist die Katze trachtig? Oja 0 nein
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O Name:

Blutuntersuchung Tag O (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Blutbild Serumwerte
Gerinnung Hormone
Infektion
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12.7 Erhebungsbogen Tag 1 bis Tag 365 (alle Gruppen)

Name:

Klinische Untersuchung Tag 1 (préoperativ) (Mi) Datum:

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:

Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:

Kdrperéffnungen: Abd.:

Temperatur:

Sonstiges:

Blutabnahme fiir CD4/CD8 (praoperativ)
Wer hat abgenommen?

Wann?

Kuhlschrank wann?

Op-Bericht (Tumorentfernung)
Op-Zeit: Operateur: Assistent:

Op-Beschreibung:

Tumormaterial in die Patho:

Naht (wieviel, was)?:

Narkoseprotokoll
Anasthesist:

Anéasthetika:

Anasthesiezeit:

Besonderheiten:

Ruckverlegung in MTK:

Klinische Untersuchung Tag 1 (postoperativ)
Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:

Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:

Kdrperéffnungen: Abd.:

Gewicht:

Temperatur:

Wunde:

Sonstiges:

Postoperative Versorgung:
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Name:

Klinische Untersuchung Tag 2 (Donnerstag)

Allgemeinbefinden:

Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF:
Puls: HF:
Kreislauf: SH:

Kdrperoffnungen:

Ausk.:

Gewicht:

KFZ:

Abd.:

Temperatur:

Futteraufnahme:

Harn- und Kotabsatz:

Fotodokumentation:

Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 2 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Entlassung: Uhrzeit:

Wer?:
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Name:

Vorbericht (Tag 2 — Tag 14) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 14 Datum:

Klinische Untersuchung Tag 14
Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 14(Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? (T nein [ja

Spezielle Untersuchung Tag 14
Wundgebiet (Klinische Untersuchung)

Rezidiv: O nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?

Wenn nein: N&chster Nachuntersuchungstermin?

Weitere MaRnahmen?

Unterschriften

Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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Name:

Vorbericht (Tag 14 — Tag 45) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 45 Datum:
Klinische Untersuchung Tag 45

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 45 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? (1 nein [ ja

Spezielle Untersuchung Tag 45
Wundgebiet (Klinische Untersuchung)

Rezidiv: O nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?

Wenn nein: Né&chster Nachuntersuchungstermin?

Weitere MalRnahmen?

Unterschriften

Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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Name:

Vorbericht (Tag 45 — Tag 90) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 90 Datum:

Klinische Untersuchung Tag 90
Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrper6ffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 90 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? [l nein [ ja
Spezielle Untersuchung Tag 90
Wundgebiet (Klinische Untersuchung):

Roéntgen (Lunge in zwei Ebenen)
Befund:

Rezidiv: [ nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?
Wenn nein: Nachster Nachuntersuchungstermin?
Weitere Mal3hahmen?

Unterschriften

Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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Name:

Vorbericht (Tag 90-Tag 180) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 180 Datum:
Klinische Untersuchung Tag 180

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdrperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 180 (Blutbild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? [l nein [ ja
Spezielle Untersuchung Tag 180
Wundgebiet (Klinische Untersuchung):

Réntgen (Lunge in zwei Ebenen)
Befund:

Rezidiv: [ nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?
Wenn nein: Nachster Nachuntersuchungstermin?
Weitere Malinahmen?

Unterschriften

Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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Name:

Vorbericht (Tag 180-Tag 270) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 270 Datum:
Klinische Untersuchung Tag 270

Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 270 (Bluthild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? [1 nein [ja

Spezielle Untersuchung Tag 270
Wundgebiet (Klinische Untersuchung):

Roéntgen (Lunge in zwei Ebenen)
Befund:

Rezidiv: [ nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?
Wenn nein: Néachster Nachuntersuchungstermin?
Weitere MalBhahmen?

Unterschriften
Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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Name:

Vorbericht (Tag 270-Tag 365) des betreuenden Praktikers bzw. des Besitzers:

Untersuchung Tag 365 Datum:

Klinische Untersuchung Tag 365
Allgemeinbefinden:
Verhalten:

Atmung (adsp./ausk.): AF: Ausk.:
Puls: HF:

Kreislauf: SH: KFZ:
Kdérperéffnungen: Abd.:
Gewicht:
Temperatur:
Sonstiges:

Blutuntersuchung Tag 365 (Bluthild; Gesamtprotein, Harnstoff, Kreatinin, Glukose, ALT, AST)

Plasma eingefroren? [1 nein [ja
Spezielle Untersuchung Tag 365
Wundgebiet (Klinische Untersuchung):

Rontgen (Lunge in zwei Ebenen)
Befund:

Rezidiv: [ nein Oja
Wennja:  Wann aufgetreten?
Befund histol. gesichert?
Weiteres Vorgehen?
Wenn nein: Néachster Nachuntersuchungstermin?
Weitere Malinahmen?

Unterschriften

Untersuchender Tierarzt:
Projektleiter:
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