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1 Einleitung

1.1 Papillomviren

Papillomviren gehdrt zur Familie der Papillomaviridae. Insgesamt sind im Moment iiber 400
Virusypen der Papillomviren bekannt, welche genetisch differenziert und in 49 Gattungen
eingeteilt wurden. (Papillomavirus Episteme (PaVE), http://pave.niaid.nih.gov/#home, Zugriff:
22.12.2021) Phylogenetisch konnen die Typen in verschiedene Genera unterteilt werden. Diese
wurden anhand ihrer genetischen Variabilitdit des L1 charakterisiert und aufgeteilt.
Grundsitzlich sind Papillomviren wirtspezifisch und zeigen einen starken Tropismus gegeniiber
Keratinozyten und konnen epitheliale Neoplasien auslosen. (Chambers et al. 2003; Van

Doorslaer 2013)

1.1.1 Humane Papillomviren

Es sind bereits 220 Typen der humanen Papillomviren (HPV) genetisch identifiziert und sind
in 5 Gattungen aufgeteilt. Humane Papillomviren, welche zu den Alpha Genera gehdren,
konnen nach dem Infektionsort, in kutane und mukosale Typen eingeteilt werden. Die
mukosalen Typen werden weiter in high-risk und low-risk Typen eingeteilt. Jene zwei
mukosalen Typen weisen unterschiedliche Funktionen und Muster in ihrer Genexpression auf;,
wodurch sich auch die Krankheitsauspragung von den jeweiligen Typen unterschiedet.

Zu den high-risk mukosalen Typen gehort unter anderem HPV16 und HPV18 (Doorbar et al.
2012).

Anhand eines Modells der Humanen Papillomviren durch HPV-16, welche eine der
Hauptverursacher von Zervixkarzinomerkrankungen sind, konnte festgestellt werden, dass E6
und E7 jene Onkogene sind, welche von Tumorzellen, die mit humanen Papillomviren (HPV)
infiziert sind, exprimiert werden. (Foster et al. 1994; Ghittoni et al. 2015; Miinger et al. 1989).
Daher wurde E6 und E7 als tumorspezifisches Zielantigen bei HPV angesehen (Jindra et al.
2015).

Auf Grund dieser Ergebnisse, wurde auch in diesem Projekt mit der Expression von E6 und E7
gearbeitet, aber auf Basis von Bovinen Papillomviren Typ 1 (BPV1). Das virale Genom wird
in Kapitel 1.1.3.1 auf Basis der BPV beschrieben und jene erwdhnten Onkogene genauer

beschrieben.


http://pave.niaid.nih.gov/#home

1.1.2 Delta Papillomviren

Viren des Genus der Delta Papillomviren sind bis jetzt die einzigen Papillomviren, welche als
nicht so streng wirtsspezifisch gelten und auch dermale Fibroblasten infizieren. Dazu gehort
das Bovine Papillomvirus 14, welches sowohl Rinder, als auch Katzen infizieren kann. Im Fall
von BPV1, BPV2 und BPV13 kommt es bei Rindern zu Fibropapillomen, jedoch sind jene
Typen auch in der Lage Pferde zu infizieren, wodurch Sarkoide entstehen konnen. Auch konnte
ein Fall der Infektion von Ovis aries papillomvirus 2 (OaPV2) beim Schwein dokumentiert
werden (Chambers et al. 2003; Lunardi et al. 2013; Munday et al. 2015; Munday, Fairley, and
Lowery 2020; De Villiers et al. 2004).

1.1.3 Bovine Papillomviren

Es sind 29 Typen des Bovinen Papillomvirus bekannt, wobei bisher nur 3 beschrieben sind, wie
bereits in Kapitel 1.1.2 erwéhnt, die das Equine Sarkoid (ES) auslésen konnen (BPV-1, BPV-2
und BPV-13).

1.1.3.1 Virales Genom

Das Genom des Bovinen Papillomvirus besteht aus einer doppelstrangigen, zirkuldren DNA.
Die verschiedenen Typen haben eine unterschiedliche Anzahl an Nukleotiden: BPV-1: 7945,
BPV-2: 7937 und bei BPV-13: 7961. Es kann in drei Regionen unterteilt werden. Eine lange
Kontrollregion (LCR), eine frithe Region und eine spite Region. LCR interagiert mit dem E2
Protein, welches fiir den Lebenszyklus von BPV von Bedeutung ist. Sie wirkt sowohl als
Replikationsfaktor fiir virale DNA, als auch als viraler Transkriptionsregulator. Die friihe
Region (Early = E) kodiert fiir die Proteine E1, E2, E4 (regulatorische Proteine) und ES5, E6,
E7 (transformierende Proteine) (Nasir and Campo 2008). Die spite Region (Late = L) kodiert
fiir L1 und L2, welche als Haupt- und Nebenkapsidproteine bezeichnet werden (Campo 2006).

Die Genomorganisation von BPV1 wird in Abb. 1 beschrieben.

1.1.3.2 Durch BPV-1 und BPV-2 exprimierte Proteine

E5 befindet sich hauptsidchlich in den Endomembrankompartimenten der Zelle, vor allem im

Golgi-Apparat. Dies flihrt zu einer Hemmung der intrazelluliren Kommunikation an den Gap



Junctions. Dies trigt zur Zelltransformation bei, da infizierte Zellen so von den anliegenden
Zellen isoliert werden. Auch kommt es zur fehlenden Anséduerung der Endosomen, wodurch es
zu einer Unterbrechung der zelluldren Proteinverarbeitung und zum Abbau von aktivierten
Wachstumsfaktoren aus den endosomalen Kompartimenten kommt. AuBBerdem kommt es zu
einer Herabregulierung von MHC I durch E5. Das E5 Onkoprotein fithrt dazu, dass die
Transkription des MHC I HC Gens reduziert wird, der MHC I-Komplex in den Golgi-Zisternen
sequestriert und somit verhindert wird, dass MHC I an die Zelloberflache transportiert werden
kann. MHC I wird zur Présentation viraler Antigene an CD8+ T-Lymphozyten zur Eliminierung
infizierter Zellen bendtigt. Auf Grund der herunter Regulierung von MHC 1 ist es den infizierten
Zellen so moglich der Immuniiberwachung zu entgehen (Lunardi et al. 2013; Nasir and Reid

2006).

Die wesentliche Rolle von E6 und E7 besteht darin, das zelluldre Umfeld so zu verdndern, dass
eine virale Genomvermehrung moglich ist. E6 wirkt als Transkriptionsaktivator und hemmt die
Funktion des Tumorsuppressors p53, indem die CBP/p300-Transkription reduziert wird. Es
stort die fokale Adhédsion, es kommt daher zu einem verankerungsunabhéngigen Wachstum und
zur Storung des Aktinzytoskeletts. E7 kooperiert mit ES und E6 bei der Zelltransformation. Das
Onkoprotein E7 hemmt die Retinoblastomproteine RB105 und RBI107, welche als
Tumorsuppressorproteine agieren. Durch diese Hemmung kommt es zu einer unkontrollierten

Zellproliferation. (Campo 2006; Doorbar et al. 2012; Nasir and Campo 2008; Venuti et al. 2011).

L1 und L2 sind Strukturproteine und werden von Keratinozyten exprimiert. L2 kann an die
virale DNA binden und begiinstigt somit die Verkapselung. L1 vermittelt die Bindung des Virus
an den Zellrezeptor und beide Proteine kodieren filir virusneutralisierende Epitope (Campo

2006).



BPV-1

Transformation Transcription Minor Capsid

Replication 51— Tr““*fz'""‘““" | najurlcapsid
] L | CJ 1 I ,

'] El
| | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 Tkb

Abb. 1: Genomorganisation von BPV-1

1.1.3.3 Immunitit

Da sich Papillomviren hauptsichlich im Epithel befinden, ist auch die Immunantwort sehr
gering. Die Immunzellen haben kaum Kontakt zu den Papillomviren. Die schlechte
Immunantwort ist ein Grund fiir eine persistierende Infektion.

Es konnte eine hohere Anti-BPV-Antikorpermenge festgestellt werden, wenn Tiere blutige
Tumoren besallen. Auch beobachtete man durch Inokulation, in Form von einer
intramuskuldren oder subkutanen Injektion, von aufgereinigtem Virus bzw. durch virale
Proteine eine gute humorale Immunantwort. Bei der seltenen AbstoSung von Sarkoiden kommt
es zur Anhdufung von Lymphozyten in der darunterliegenden Dermis (Nasir and Campo 2008).
Wie auch beim Menschen ist eine Schutzimpfung bei Pferden mit L1-Virus like particles, die
hohe, langanhaltende Antikorpertiter induziert, moglich. Pferde konnten zuverlédssig vor der
experimentellen Infektion mit BPV1 und BPV2 geschiitzt werden. (Hainisch et al. 2017;
Harnacker et al. 2017)

1.2 Equines Sarkoid

Beim Equinen Sarkoid handelt es sich um den héufigsten Hauttumor bei Pferdeartigen.
Grundsitzlich werden sie als benigne Tumore eingestuft. Sarkoide metastasieren zwar nicht,
aber es kann lokal zu einem invasiven Wachstum kommen. Dadurch besteht die Mdglichkeit

von erheblichen Einschrinkungen fiir das Tier, als auch fiir die Benutzung durch den Besitzer

(Chambers et al. 2003; Knottenbelt 2005; Lunardi et al. 2013).

1.2.1 Klinische Erscheinung

Das Equine Sarkoid kann in 6 Sarkoidtypen unterteilt werden:



1.2.1.1 Okkulte Sarkoide

Okkulte Sarkoide stellen sich als alopetische Stellen vor allem an Maul, den Augen oder
anderen schwach behaarten Hautregionen dar. Die Haut ist verdickt und es konnen sich eine
oder mehrere kutane Knoten an dieser Stelle befinden. Es kann eine milde Hyperkeratose
auftreten. In der Regel neigen okkulte Sarkoide zu langsamem Wachstum und gelten generell
auch als mildeste Form. Spéter kdnnen sie jedoch zu verrukdsen Sarkoiden fortschreiten und

bei Verletzung des Sarkoids kann es sich zum fibroblastischen Typ verdndern (Knottenbelt

2005).

1.2.1.2 Verrukése Sarkoide

Verrukodse Sarkoide haben eine raue, undeutlich begrenzte, hyperkeratotische beziehungsweise
warzenartige Erscheinung. Préadilektionsstellen sind die Ohren, Achseln, Praputium und das
Euter. Gelegentlich werden sie von verdnderter bzw verdickter Haut umgeben, welches an ein
okkultes Sarkoid erinnert. Dieser Typ zeigt in den meisten Fillen langsames Wachstum auf.

(Knottenbelt 2005).

1.2.1.3 Noduliire Sarkoide

Nodulédre Sarkoide sind aufsitzende oder gestielte Tumoren. Sie sind fest, kugelférmig und
befinden sich im subkutanen Gewebe. Im frithen Stadium ist der Tumor zur unverinderten Haut
als auch zu Unterhaut verschieblich. In fortgeschrittenen Stadien kann jedoch die Haut
mitinvolviert sein, wodurch sich der Tumor zwar gegeniiber der Unterhaut, aber nicht mehr
gegeniiber der Haut verschieben ldsst. In den Féllen zeigen sich haarlose Stellen und die Haut
ist unverschieblich. Bevorzugte Stellen sind die Brust, der hintere Unterbauch und im
Augenbereich. Auf Grund der derben, unflexiblen Gegebenheit durch das Sarkoid kann es zum
Funktionsverlust des Augenlids und dadurch auch zu Augenschiden kommen. Auch bei diesem
Typ besteht die Gefahr durch Trauma das Sarkoid so zu stimulieren, dass es sich zu einem

fibroblastischen Sarkoid entwickelt (Knottenbelt 2005).



1.2.1.4 Fibroblastische Sarkoide

Fibroblastische Sarkoide sind ulzerierende Tumoren und haben optisch einen fleischigen
Charakter. Sie konnen in 2 Subtypen unterteilt werden, ndmlich in gestielte und nicht gestielte
Typen. Beim gestielten Typ ist zu beachten, dass die Region von wo der Stiel ausgeht, also die
Waurzel, von Sarkoidgewebe mitbetroffen ist. Je nach dem in wie weit das umliegende Gewebe
betroffen ist, wird auch die Therapie erschwert. Dieser Sarkoidtyp befindet sich vor allem am
hinteren Unterbauch, den distalen GliedmaBBen und um die Augen. Jedoch kann er auch an
anderen Korperstellen auftreten, da es Trauma-bedingt oder durch Progression von den anderen
Sarkoidformen entstehen kann. In der Regel kommt es bei dieser Sarkoidform zu aggressiverem

Wachstum (Knottenbelt 2005).

1.2.1.5 Gemischte Sarkoide

Gemischte Sarkoide bestehen aus Anteilen der verschiedenen, oben beschriebenen,
Sarkoidtypen. Die Lokalisationen befinden sich vor allem im Gesicht, den Augenlidern,
Vorderbrust, Achseln, hinterem Unterbauch und an der Innenseite des Oberschenkels. Meistens
resultieren sie aus bereits bestehenden Sarkoiden oder aus Therapieversuchen, welche erfolglos
verlaufen sind. Haufig konnen auch wiederholte kleine Traumata durch Reibung dafiir
verantwortlich sein, dass sich das Sarkoid in ein gemischtes Sarkoid verdndert. Je mehr sich

das Sarkoid in ein fibroblastisches verdndert, desto aggressiver wird es (Knottenbelt 2005).

1.2.1.6 Malevolente Sarkoide

Malevolente Sarkoide sind grundsatzlich selten und entwickeln sich meist aus fibroblastischen
oder noduldren Sarkoiden. Sie treten meist am Kopf, Achseln oder innen liegend am
Oberschenkel auf. Der Tumor ist fest mit der Haut verbunden und kann auch in Lymphgefaf3e
infiltrieren, wodurch knotige Stringe unter der Haut tastbar sein konnen. Malevolente Sarkoide
wachsen aggressiv und haben generell schlechte Prognosen, vor allem, wenn sie sich im

Bereich der Augen befinden (Knottenbelt 2005; Pilsworth and Knottenbelt 2007).



Abb. 2: Ubersicht der Sarkoidtypen
A: OKkkultes Sarkoid; B: Verrukoses Sarkoid; C: Nodulires Sarkoid; D: Fibroblastisches Sarkoid; E:
gemischtes verrukds-noduléres Sarkoid; F: Malevolentes Sarkoid (Knottenbelt 2005)



1.2.2 Ubertragung

Es wurde bis jetzt noch kein exakter Ubertragungsweg sichergestellt. Man geht jedoch davon
aus, dass eine direkte Ubertragung iiber Korperkontakt oder indirekt iiber die kontaminierte
Umgebung bzw. Vektoren wie Stechmiicken oder Fliegen moglich ist (Hainisch 2017). Eine
erhohte Priavalenz bei Quarter Horses und Appaloosas konnte festgestellt werden, wobei man
davon ausgeht, dass dies auf Grund des vermehrten Kontakts mit Rindern, durch die

Rinderarbeit, der Fall ist (Mohammed, Rebhun, and Antczak 1992).

Zusitzlich konnte auch eine mogliche genetische Pradisposition gefunden werden aufgrund
dessen manche Rassen stéarker betroffen sind. Das Risiko einer Sarkoidentwicklung héngt unter
anderem mit spezifischen MHC-Allelen der Pferde zusammen. Somit konnten Varianten von
MHC-I und MHC-II in bestimmten Pferderassen einen signifikanten Zusammenhang mit

Sarkoidentwicklung aufweisen (Nasir and Campo 2008).

1.2.3 Diagnose

Grundsitzlich kann anhand des klinischen Erscheinungsbildes bereits die Diagnose Equines
Sarkoid gestellt werden. Dies wurde von Haspeslagh et al.,, 2018 in Form eines Diagnose
Protokolls vereinfacht, da Alter, Pradilektionsstellen und weitere Faktoren wichtige Hinweise
darauf geben ob es sich um ein ES handelt. Jedoch ist es wichtig auch Differentialdiagnosen zu
beriicksichtigen. Um eine eindeutige Diagnose stellen zu konnen sind weiterfiihrende
Diagnostikschritte notwendig. Um kein Trauma und somit die virale Replikation nicht massiv
zu fordern, ist eine nicht invasive Methode am besten geeignet. Dazu zéhlen Tupferproben der
Sarkoidstellen, Tumorkrusten oder die Entnahme von ldsionalen/perildsionalen Haarwurzeln.
Uber eine PCR kann mithilfe dieser Proben die Priisenz des BPV1 und 2 bestiitigt werden
(Hainisch and Brandt 2015; Pratscher et al. 2019).

Bei unklaren Féllen, in denen die Diagnose nicht eindeutig gestellt werden kann, sollte trotz der
Gefahr eines proliferativen Wachstums eine Biopsie bzw. eine Exzisionsbiopsie durchgefiihrt

werden und diese histopathologisch untersucht werden (Taylor and Haldorson 2013).



1.2.4 Therapie

Es gibt keine Therapie der ersten Wahl. Deshalb muss individuell entschieden werden, welche
Therapie fiir den vorhandenen Tumor am besten geeignet ist. Grundsitzlich ist zu beachten,
dass zusitzlich zur Entfernung des Tumors auch verhindert werden sollte, dass es zu einem
Rezidiv kommit.

Therapieformen: Folgend werden einige Therapieformen erwéhnt. Jedoch wie bereits bei
Knottenbelt 2019 beschrieben gibt es sehr viele Behandlungsmethoden, welche teilweise nicht
ausreichend getestet wurden oder sogar gefdhrlich fiir den Patienten sein konnen.
Dementsprechend wurden hier einige Behandlungsmethoden aufgelistet welche eine klinisch
relevante Erfolgsquote in Form von Studien aufweisen konnten. Die Therapiemethoden miissen
individuell an das Sarkoid, den Patienten und an die finanziellen Moglichkeiten des Besitzers

angepasst werden.

1.2.4.1 Chirurgische Methoden

Es kann eine chirurgische Exzision vorgenommen werden. Empfohlen sind alle chirurgischen
Techniken, welche eine unblutige Entfernung des Sarkoids erlauben. Um die Rezidivrate durch
Verteilung von lebenden Tumorzellen so niedrig wie moglich zu halten empfiehlt sich deshalb
ein Elektrokauter, ein Diodenlaser oder ein CO? Laser. Auch kann eine Ligatur bei gestielten
Sarkoiden durchgefiihrt werden. Wenn die Elastratorringe korrekt angebracht werden, konnen
damit gute Erfolge erzielt werden. Jedoch ist zu beachten, dass bei chirurgischen Eingriffen
eine adjuvante Therapie empfehlenswert ist. Hierfiir werden Virostatika oder
Chemotherapeutika eingesetzt (Compston, Turner, and Payne 2013; Knottenbelt 2019; Taylor
and Haldorson 2013).

1.2.4.2 Chemotherapie

Sarkoide konnen auch mit Zytostatika behandelt werden. Dies wird vor allem bei der
Rezidivbehandlung angewendet. Dabei ist Cisplatin das Mittel der Wahl. Dieses wird
intraldsional injiziert und wird vor allem an den Stellen angewendet, welche chirurgisch, auf
Grund der Lage, nicht behandelt werden konnen. Zusétzlich kann es zur Behandlung der
Wundrénder nach chirurgischen Exzision verwendet werden. Weitere anwendbare Zytostatika

die bei Sarkoiden verwendet werden konnen sind 5-Flourourazil und Mitomycin C (McKane,
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2014). Der Nachteil der chemotherapeutischen Behandlung ist, dass durch die Zytostatika die
Wundheilung stark gehemmt wird (Hewes & Sullins, 2006; McKane, 2014; Théon et al., 2007).
Uber Equine Medical Solutions ist AWS, eine Mischung von Chemotherapeutika und
kaustischen Substanzen erhéltlich, welche von Dr. Knottenbelt entwickelt wurde (Knottenbelt

2019).

1.2.4.3 Virostatika

Aciclovir kann zur Behandlung von flachen Sarkoiden und nach chirurgischen Exzisionen
angewendet werden. (Stadler et al. 2011). Haspeslagh beschreibt in einer doppelblinden,
placebokontrollierten Studie, dass Aciclovir, im Gegensatz zu einer wirkstofflosen Salbe,

keinen weiteren positiven Einfluss auf die Abheilung von Sarkoiden hat. (Haspeslagh et al.,

2017)

1.2.4.4 Bacillus Calmette-Guerin

Mit Hilfe von Bacillus Calmette-Guerin kann eine intraldsionale Immuntherapie durchgefiihrt
werden. Dabei handelt es sich um einen attenuierten Stamm von Mycobacterium bovis und bei
intratumoraler Injektion kommt es zu einer lokalen zellvermittelten Immunreaktion durch
zytotoxische T-Zellen und natiirliche Killerzellen, welche auf die tumordsen Zellen reagieren.
Im Fall von periokuldren Sarkoiden konnte eine Erfolgsquote von 83-100 % erzielt werden
(Knottenbelt 2000; Lavach et al. 1985; Murphy et al. 1979). Jedoch wurde auch von schweren
Komplikationen berichtet, unter anderem von schweren lokalen Entziindungen, tédlichen und
nicht todlichen Anaphylaxien. Diese Therapie eignet sich vor allem fiir Lokalisationen, die
chirurgisch nicht behandelt werden konnen. Ein Nachteil dieser Therapie ist, dass es bei

wiederholter Anwendung zu anaphylaktischen Reaktionen kommen kann. (Knottenbelt 2000).

1.2.4.5 Autoimplantation von Tumorgewebe

Es wird durch Implantation von Tumorgewebe eine Immunisierung angeregt. Hierzu wird ein
Teil des Sarkoids entfernt, in ca 12-16 kleine Stiicke geschnitten und dann in fliissigen Stickstoff
gelegt. An der Haut der Halsseite, direkt ventral des Ligamentum nuchae, werden 4 4x4cm
grof3e Felder zur Implantation vorbereitet. Nach einer Stichinzission wird der subkutane Raum

erweitert und jeweils 3-4 Stiicke der vorher gefrorenen Sarkoidstiicke eingebracht. Jene Stellen
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werden zugendht. In Espy, 2008 beschrieben kam es in einer Versuchsreihe von 15 Pferden bei
12 zu einer vollstindigen Tumorregression. Der Vorteil dieser Methode ist unter anderem, dass
2 Methoden kombiniert werden konnen, indem einerseits der Tumor chirurgisch
entfernt/verkleinert wird und andererseits eine Immunisierung durch die Implantation des
Tumorgewebes stattfindet.

Eine zweite retrospektive Studie mit 18 behandelten Pferden zeigte auch gute Erfolge. Dabei
wurde eine Autoimplantation teilweise mit einer zusdtzlichen Behandlungsmethode
durchgefiihrt. In 69% der Fille kam es zu einer vollstdndigen Regression. (Rothacker, Boyle,
and Levine 2015)

1.2.4.6 Therapie durch Anwendung von dendritischen Zellen

An der Freien Universitit Berlin wurde eine Studie mit bereits vorbehandelten,
sarkoiderkrankten Pferden durchgefiihrt, in welcher eine Kombination einer chirurgischen
Entfernung der Sarkoide mit Anwendung einer Vakzine eingesetzt wurde. Nach der
chirurgischen Entfernung der Sarkoide wurde zur Herstellung der Vakzine den Pferden
zweimalig, jeweils eine Woche vor der Vakzinierung, Blut abgenommen und Monozyten
isoliert. Zu den Monozyten wurden Zytokine GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor) und IL-4 (Interleukin) zugegeben und zu dendritischen Zellen differenziert.
Die dendritischen Zellen wurden mit einem Tumorlysat inkubiert. Es wurden zuvor alle
Sarkoide entfernt und die Vakzine zweimalig in einem Abstand von 4 Wochen intrakutan in die
Wundriander injiziert. Nach dieser Therapie konnten bei 13 von 21 Pferden keine Rezidive
festgestellt werden. Weder lokale noch systemische Nebenwirkungen wurden festgestellt

(Bischoft 2009).

1.3 Immuntherapie in der Krebsbehandlung

Grundlage fiir die Immuntherapie bei Krebspatienten ist, dass das Immunsystem dazu in der
Lage ist Krebszellen von normalen Zellen zu unterscheiden und diese auch zu eliminieren. Dass
das Immunsystem in der Krebsregulierung eine grofle Rolle spielt, zeigt unter anderem, dass
eine spontane Heilung von Krebspatienten moglich ist und die Prisenz von tumorspezifischen
zytotoxischen T-Zellen in Tumoren gegeben ist. Auch ist bekannt, dass bei immunsupprimierten

Patienten manche Krebsarten hiufiger auftreten (Bergman 2014).
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Als Krebs-Immuntherapie wird verstanden, dass das korpereigene Immunsystem gegen die
Krebszellen gerichtet wird. Dies kann {iber Impfung, Cytokine, Antikdrper oder Immunzellen
geschehen. Grundsitzlich kann die Immuntherapie in eine Aktive und eine Passive eingeteilt
werden. Passive Immuntherapie wird bezeichnet, wenn direkt Cytokine, Antikdrper und
Immunzellen iibertragen werden. Diese konnen direkt am Tumor angreifen. Bei der aktiven
Immuntherapie wird das korpereigene Immunsystem angeregt den Tumor zu zerstéren (Helmy

et al. 2013).

Der Vorteil ist, dass durch die Immuntherapie auch unzugéngliche Regionen behandelt werden
konnen ohne von aullen eingreifen zu miissen, somit ist auch der Schaden an intaktem Gewebe

stark minimiert (Anderson and Modiano 2015).

1.3.1 Tumorvakzine

Im Fall einer Impfung wird versucht eine adaptive Anti-Tumor-Immunreaktion des Korpers
auszulésen. Dies wére beispielsweise die Induktion der Produktion von Tumor-assoziierten
Antigenen (TAA) durch Vektorimpfstofte.

Grundsitzlich werden diese von antigenprasentierenden Zellen prisentiert und von T-Zellen
wahrgenommen. Die T-Zellen werden von den Tumorzellen aktiviert und es folgt die
Proliferation. Der Grund warum diese Reaktion nur in kleinem Malle aufiritt, ist die
Immuntoleranz. Da das Tumorwachstum unterhalb der selektiven Immunausbildung stattfindet,
kommt es somit nur zu wenigen TAAs. Dementsprechend konnen auch nur wenige T-Zellen
binden (Makkouk and Weiner 2015). Die Impfung soll diese Immunreaktion, welche bereits
ablauft, verstirken. Dies kann gemacht werden, indem Ganzzell- oder Tumorzell-Lysate,
Peptidantigene, Plasmid-DNA oder aktivierte Immunzellen, die mit Tumorantigenen
angereichert sind, injiziert werden. Dadurch wird erreicht, dass vermehrt TAAs gebildet und

prasentiert werden konnen (Bergman 2007).

1.3.2 Viren als rekombinante virale Vektoren
Vorteile in der Anwendung von viralen Vektoren ist, dass durch genetische Manipulation Teile

des viralen Genoms modifiziert werden konnen, dadurch erfolgt eine rasche und einfache
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Attenuierung. Dariiber hinaus kdnnen sie als Impfstoffirdger agieren, indem sie Sequenzen des
Zielantigens enthalten. Da der Vektor als Fremd erkannt wird, kommt es zu einer
Immunreaktion. Der virale Vektor fungiert somit auch als gutes Adjuvans, da eine angemessene
Immunantwort bei Infektion der Zielzellen im Organismus stattfindet. Nachteile von viralen
Vektoren konnen sein, dass bereits eine spezifische Immunitdt vorhanden ist und durch
neutralisierende Antikdrper verhindert wird, dass die Zielzellen infiziert werden. Dadurch
wiirde das Antigen nicht exprimiert werden. Um dies zu verhindern, werden Viren verwendet,
welche eine abweichende Wirtsspezifitiat aufweisen. Auch kann bei der Auffrischungsimpfung
der Serotyp gewechselt werden, wodurch dem Phdnomen entgegengewirkt werden kann

(Khallouf, Grabowska, and Riemer 2014).

In der Veterindrmedizin konnte bereits gezeigt werden, dass bei einer Immunisierung mit NS1-
deletierten rekombinanten Influenza-Virus Vektoren eine starke CD8+ T-Zell Antwort gegen
die Transgene ausgeldst wird. In den Versuchen wurden verschiedene Serotypen in einem Prime

und Boost Schema angewendet (Sereinig et al. 2006).

Das NS1-Protein des Influenza-Virus ist ein Virulenzfaktor, welcher die, durch Interferon (INF)
vermittelte, antivirale Reaktion hemmt. NS1 modifizierte Influenzaviren konnen fiir eine
virusvermittelte Onkolyse bei IFN resistenten Tumorzellen herangezogen werden, da sie

hauptsdchlich in IFN-resistenten Zellen replizieren (Muster et al. 2004).

1.3.3 Onkolytische Viren

Onkolytische Viren sind native oder genetisch verdnderte Viren, welche vor allem in
Tumorzellen replizieren. Sie konnen eine direkte Onkolyse der Zelle auslosen und zusétzlich
die Antitumor-Immunantwort verstirken (Bartlett et al. 2013). Es gibt bereits ein breites
Spektrum an unterschiedlichen Viren, welche fiir Untersuchungen der Krebstherapie
herangezogen werden. Durch Kombination der tumorspezifischen Zelllyse und
Immunstimulation sind onkolytische Viren potentiell als in situ Tumorvakzine anwendbar

(Lawler et al. 2017).
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Bereits in vorherigen Versuchen kam eine immuntherapeutische Vakzine auf Basis eines
rekombinanten, attenuierten lebend Influenza A Virus an einem Mausemodell mit C57BL/6-
Mausen zum Einsatz. Das Virus exprimierte die HPV16 Onkogene E6 und E7 und wurde an
einem HPV16 Tumormodell erfolgreich getestet. Der Impfstoff wurde intraldsional verabreicht
und induzierte bei 25 % der Tiere eine vollstdndige Tumorregression und bei 50 % verringerte

sich das Tumorwachstum (Jindra et al. 2015).
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1.4 Hypothese

Als neuen Therapieansatz in der Behandlung von equinen Sarkoiden ist eine onkolytische
Vakzine entwickelt worden. Es wurde bereits an Pferden bei der Behandlung von
,experimentell induzierten Pseudosarkoiden (Hartl et al. 2011) die Sicherheit tiberpriift. Dazu
wurden Kotproben mittels quantifizierender PCR auf Influenzaviren getestet, wobei jene Viren
nicht nachweisbar waren. Demzufolge fiihrte die Behandlung zu keiner produktiven Virdmie
und das Virus wurde nicht ausgeschieden.

Zusitzlich wurden Nasentupfer von den Pferden genommen, welche mittels Plaque Assays
ausgewertet wurden. Es konnte keine Virusausscheidung durch die Plaque Assays
nachgewiesen werden (Riimmele 2019).

Zusitzlich wurden klinische Parameter erhoben und die Injektionsstellen beobachtet. Auf
Grund der ggr. Reaktionen in Form von erhdhter innerer Kérpertemperatur und Odemisierung
der behandelten und unbehandelten Pseudosarkoide ist die Behandlung als sicher einzustufen.
Zusitzlich kann durch die generalisierte 6dematdse Schwellung der Pseudosarkoide von einer
generalisierten Wirkung ausgegangen werden.

Jedoch kann anhand eines Tierversuchs bei induzierten Tumoren keine Aussage zur
Wirksamkeit der onkolytischen Viren bei Tumorpatienten getroffen werden (Jindra et al. 2021).
Somit startete man die Studie mit Pferden, welche vom equinen Sarkoid betroffen sind und

behandelte sie mit der onkolytischen Vakzine.

Wir gingen von der Hypothese aus, dass die intratumorale Applikation der onkolytischen
Vakzine, INSA/iNSB, wirksam gegeniiber dem natiirlich entstandenen equinen Sarkoids ist und

es somit zu einer Tumorreduktion kommt.
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2 Material und Methoden

Das vorliegende Projekt wurde von der Ethik- und Tierschutzkommission der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien und vom zustdndigen Bundesministerium fiir Bildung,
Wissenschaft und Forschung gemil3 §§ 26ff Tierversuchsgesetz 2012, BGBI. I Nr.114/2012,
unter folgenden Tierversuchsnummern GZ: BMBWF-68.205/0096-V/3b/2018, BMBWF-
68.205/0219-V/3b/2018, BMBWF-68.205/0103-V/3b/2019, BMBWF-68.205/0186-
V/3b/2019, BMBWF-2020-0.827.362 genehmigt. Das Thema und der Umfang dieser
Diplomarbeit beschrianken sich auf den reinen Tierversuch und somit auf die Auswahl,
Vorbereitung, Inokulation und das Monitoring der Pferde. Die Herstellung des therapeutischen

Virus ist nicht Teil der Diplomarbeit.

2.1 Therapeutische Vakzine

Fir den Versuch wurden NS1-deletierte und BPV1 E6 und E7 exprimierende onkolytische
Grippeviren verwendet (E6 und E7 dienen als Shuftle-Proteine), im Fall von iNSA - Influenza
Virus A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) und fiir iNSB - Influenza Virus B/Thiiringen/2/06. Im
Tierversuch ,,Flulyte, Phase-1“ GZ: BMWFW-68.205/0132-WF/V/3b/2017 wurde bereits die
Sicherheit fiir die Tiere bestitigt. Auch hat jene Studie die Biosicherheit der Anwendung von
iINSA und iNSB bestétigt. Das Virus iNS hat eine gezielte systemische Wirkung bei den Pferden
durch Exprimierung von BPV1 E6 und E7 gezeigt. Die Virusherstellung erfolgte wie bei Jindra
2015 beschrieben.

2.2 Auswahl der Versuchspferde
Insgesamt wurden 30 Pferde in die Studie eingebunden, untersucht und behandelt. Es wurde
angestrebt diese in 2 Gruppen einzuteilen:

e Gruppe 1: 20 Pferde mit ggr.-mgr. Sarkoiderkrankung. Die Sarkoide sollten unbehandelt
sein und einen maximalen Durchmesser von 30mm aufweisen, jedoch aber einen
Mindestdurchmesser von 10mm.

e Gruppe 2: 10 Pferde mit hgr. Sarkoiderkrankung. In Gruppe 2 kénnen Sarkoide bereits

vorbehandelt worden sein.
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Dr. Hainisch, welcher der Versuchsleiter der Studie ist, wihlte Pferde fiir die Studie aus, welche

urspriinglich in seiner Sarkoidklinik vorstellig wurden. Bei Eignung fiir die Studie folgte eine

Anfrage an den Tierbesitzer, ob eine Erlaubnis zur Teilnahme an der Studie flir das Pferd besteht.

e Auswahlkriterien: Geeigneter Sarkoidtyp, SarkoidgroBe, klinische Gesundheit des
Pferdes

e Ausschlusskriterien: Pferde mit malevolenten Sarkoiden, stark verdnderte

Vitalparameter

Die Diagnose des Sarkoids wurde anhand des klinischen Bildes gestellt, wobei hierfiir eine
Einschitzung mit Hilfe eines diagnostischen Protokolls vorgenommen wurde (Haspeslagh et al.
2018). Dieses Protokoll beinhaltet relevante Kriterien und gibt somit die Wahrscheinlichkeit an,

ob es sich bei der beurteilten Hautverdnderung um ein ES handelt.

Es wurden Proben der verdnderten Stellen genommen bevor sie zur Studie zugelassen wurden,
um mit Hilfe einer PCR ein Equines Sarkoid, ausgehend vom bovinen Papillomvirus, zu

bestitigen (Pratscher et al. 2019).

2.3 Tierversuchsaufbau

Es ergaben sich 2 Behandlungsprotokolle:

Fir die ersten 9 Pferde wurde Behandlungsprotokoll 1 und fiir die weiteren Pferde
Behandlungsprotokoll 2 angewendet. Die Unterschiede der jeweiligen Protokolle werden

nachfolgend genauer beschrieben.

Die Pferde wurden in einer Gruppengrofle von 2-6 Tieren gleichzeitig in den Stalltrakt
KBO05B01 eingestallt und jeweils in Einzelboxen mit Sichtkontakt untergebracht. In
Einzelfillen wurde ein Ubungspferd der Pferdeklinik in den Stalltrakt gebracht, wenn bei dem
Versuchsdurchlauf nur ein Patientenpferd vorhanden war, um so den Stress des Tieres so gering

wie moglich zu halten.

Die Pferdebesitzer konnten die Pferde auBerhalb der Isolationsphase besuchen und auch am

Universitdtsgelinde bewegen. Die Tiere wurden wihrend ihres Aufenthalts mit Heu versorgt.
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Es stand durchgehend Wasser zur Verfligung und die Box wurde mit Sdgespdnen eingestreut.

Zusitzlich wurden die Pferde 2-mal téglich klinisch untersucht.

2.3.1 Blutabnahmen vor der Behandlung

Ab dem 10. Pferd wurden, jeweils vor den Behandlungen, Blutabnahmen durchgefiihrt. Mit den
Serumproben konnte der Antikorpertiter gegen das Vektorvirus, in diesem Fall das
Influenzavirus, tiberpriift werden. Aus dem heparinisierten Blut wurden PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cells) isoliert und eingefroren. Die Proben kdnnen spéter fiir den Elispot,
welcher peptidspezifisch auf E6 und E7 des BPV reagiert, verwendet werden. Jedoch ist dies
nicht Teil dieser Diplomarbeit. Dieser Elispot wurde neu an der Pferdeklinik etabliert um die
BPV1-spezifische Immunantwort im Hinblick auf die Behandlung mit iNSA und iNSB zu
iiberpriifen.

2.3.2 Applikation des Virus

Wenn notwendig, wurden die Pferde vor der Therapie mittels Detomidine (0,01-0,04mg/kg)
und Butorphanol (0,02-0,05mg/kg) intravends sediert.

Nach Reinigung der Tumoroberfliche mittels Polyvidon-Jodhaltiger Seife, falls starke
Verschmutzungen vorhanden waren, bzw. durch Polyvidon-Jod Losung getrankte Tupfer bei
optisch sauberen Oberflichen, wurde in 1-3 Tumore eine Gesamtmenge von 500ulL an
Virussuspension aufgeteilt. Dies war abhdngig davon wie viele Sarkoide das Pferd aufwies,
denn nach Moglichkeit wurde mindestens 1 Tumor unbehandelt belassen um eine systemische

Wirkung der Vakzine zu iiberpriifen. Appliziert wurde intraldsional mit einer 0,6mm Nadel.

2.3.3 Behandlungsprotokoll 1

Die Behandlungen wurden montags, mittwochs und freitags durchgefiihrt. In der ersten Woche
wurde 3-malig mit iNSA und in der zweiten Woche mit iNSB behandelt. Wihrend und fiir 6
Stunden die Behandlung folgend wurde der Stalltrakt isoliert (biologische Sicherheitsstufe 2).
In dieser Zeit hatten nur eingeschulte und mit Schutzkleidung ausgeriistete Personen Zutritt
zum Stalltrakt.

Folgendes Behandlungsschema wurde herangezogen:
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Tab. 1: Behandlungsprotokoll 1

Tag 1 Sonntag Einstallung

Tag 2 Montag Behandlung 1: iNSA
Tag 3 Dienstag

Tag 4 Mittwoch ~ Behandlung 2: iNSA
Tag S Donnerstag

Tag 6 Freitag Behandlung 3: iINSA
Tag 7 Samstag

Tag 8 Sonntag

Tag 9 Montag Behandlung 4: iNSB
Tag 10  Dienstag

Tag 11  Mittwoch  Behandlung 5: iNSB
Tag 12 Donnerstag

Tag 13  Freitag Behandlung 6: iNSB
Tag 14  Samstag

Tag 15  Sonntag Heimgabe

Bei Pferden, die bei der Behandlung bereits eine Besserung gezeigt haben, aber sich die
Tumorregression verlangsamte, sollte eine weitere Therapierunde bei Einwilligung durch den
Besitzer durchgefiihrt werden. Durch eine weitere Behandlung tritt auch der therapeutische

Effekt erneut ein, wodurch sich der Therapieerfolg insgesamt verbessert werden soll.

2.3.4 Behandlungsprotokoll 2
Nach neuestem Stand der Wissenschaft wurde das Behandlungsprotokoll auf ein Prime and
Boost Schema geédndert. Das verdnderte Immunisierungsschema soll eine potentere und

langanhaltendere zellulire Immunantwort induzieren. (Draper et al. 2010).

An Tag 1 wurde eine Immunisierung durchgefiihrt und ein Monat darauf fand die 2. Impfung
statt. 3 Monate nach Tag 1 wurde die 3. Impfung verabreicht. Am Nachmittag des Folgetages

nach den Behandlungen konnten die Pferde vom Besitzer wieder abgeholt werden und in die
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gewohnte Umgebung gebracht werden. In diesem Behandlungsschema variierte man bei der
Gabe von iNSA und iNSB. Um die unterschiedliche Immunitétsbildung bei homologer und
heterologer Immunisierung zu tberpriifen, wechselte man in manchen Fillen fiir die letzte
Impfung den Impfstoff, d.h. von iNSA auf iNSB und vice versa. Daher ergab sich in diesen
Fillen zum Beispiel anstatt AAA das Impfschema AAB bzw. anstatt BBB das Schema BBA.

In folgender Tabelle (Tab.2) Behandlungsprotokoll 2:

Tab. 2: Behandlungsprotokoll 2

Tag 1 iINSA/INSB
1. Monat INSA/INSB
3. Monat iINSA/INSB

2.4 Monitoring der Patienten

2.4.1 Klinisches Monitoring

Ein klinisches Monitoring fand an der Klinik statt. Hier wurden die Studienpferde vor der
Behandlung, nach der Behandlung am Abend und am Morgen des Folgetages klinisch

untersucht. Die klinischen Parameter wurden im TIS eingetragen.

Bei Nebenwirkungen, war eine symptomatische Therapie mit NSAIDs (Flunixin Meglumine
1,1mg/kg iv, bzw. Phenylbutazon 2-4mg/kg) vorgesehen. Nebenwirkungen, welche eine solche
Therapie rechtfertigen, waren folgende: mgr. Schwellung oder Palpationsschmerz,
herabgesetztes Allgemeinverhalten, gestorte Futter- und Wasseraufnahme, hgr. Erhdhung der
IKT. In solchen Fillen sollten die Pferde solange an der Klinik verbleiben bis die Symptome

abgeklungen waren.
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2.4.2 Monitoring der Sarkoidgrof3e

Der Beobachtungszeitraum betrug mindestens 6 Monate.

Die Dokumentation der SarkoidgroBe erfolgte an jedem Behandlungstag vor der eigentlichen
Behandlung mittels Digitalkamera und Groflenbezug (Zentimetermal3). Das Monitoring der
Sarkoide fand an 1-5 Sarkoiden pro Pferd statt, welche einen Durchmesser von mindestens
10mm am Beginn der Studie aufwiesen. Die Tierbesitzer wurden eingeschult Fotos mit
GroBenbezug monatlich aufzunehmen und diese an den Versuchsleiter zu schicken. Jene
Sarkoide, welche nicht unter jene Messung fielen, galten als non traget lesions. Diese
dokumentierte man als ,,vorhanden* oder ,,nicht vorhanden®. Durch die Software Image]

konnten die fotografierten target lesions vermessen und iiber den Zeitverlauf verglichen werden.

2.5 Abbruchkriterien
Bei starken Abweichungen der klinischen Parameter wurde festgelegt, dass es zu einem

Abbruch der Studie fiir jenes Pferd kommt.

Abbruchkriterien: Mgr. gestortes Allgemeinverhalten, mgr. Storungen der Futter- und
Wasseraufnahme, welche durch Medikation durch NSAIDs nicht verbessert wurden. Erh6hung
der IKT aufiiber 40°C tiber eine zeitliche Periode von mehr als 2 Tagen trotz Gabe von NSAIDs
sowie mgr. Schwellung. Mgr. Palpationsdolenz an mindestens einer behandelten Stelle, welche

langer als 2 Tage bestand. Die Zunahme der Grof3e oder der Anzahl der Tumoren.

2.6 Endpunkte

Das Ziel der Studie war es, zu beweisen, dass auf Grund der Behandlung mit den
therapeutischen Vakzinen die Tumorgrofle abnimmt bzw. eine vollstindige Remission der
Tumore stattfindet. Als sekundiire Endpunkte wurden Odementwicklungen an behandelten und
unbehandelten Tumoren und Verdnderungen der klinischen Parameter (Verdnderung im

Allgemeinverhalten, lokaler Schmerz und erhdhte Innere Korpertemperatur) festgelegt.
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2.6.1 Ende der Studie fiir den Einzelpatienten

Das Ende der Studie bestand fiir die Patienten entweder aus den bereits erwéhnten
Abbruchkriterien oder ergab sich aus dem Groflenwachstum der Tumore, nach der Applikation
des onkolytischen Virus:

e Progressive Disease (PD): Wie bereits erwéhnt, bei VergroBerung von >20 % oder bei
Bildung zusétzlicher Sarkoide, wurde die Studie abgebrochen und es sollte eine
etablierte Therapiemethode eingesetzt werden.

e Stable Disease (SD): Wenn sich die TumorgroBBe zwischen -30 % und +20 % der
Ausgangsgrofie befand und auch keine neuen Sarkoide aufgetreten sind, wurde die
Studie nach 6 Monaten beendet.

e Partial Response (PR): Bei einer Abnahme der Tumorgrofie von tiber 30 % im Vergleich
zur Ausgangsgrofie konnte die Studie nach 6 Monaten beendet werden. Jedoch war es
moglich bei Einversténdnis der Tierbesitzer eine erneute Therapierunde zu starten.

o (Complete Remission (CR): Bei einer kompletten Remission aller Tumor endete die

Studie zu diesem Zeitpunkt.

Die angefiihrten Stadien Progressive Disease, Stable Disease, Partial Response und

Complete Remission charakterisierte Nguyen et al., 2015.
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3 Ergebnisse
Insgesamt konnten 30 Pferde in der Studie behandelt werden. In Tab. 3 werden die Pferde mit
ihrem Alter zum Zeitpunkt der Behandlung, dem Geschlecht, ihrer Rasse und Beschreibungen

von vorangegangenen Vorbehandlungen vorgestellt.

Tab. 3: Behandelte Pferde in der Studie mit zuséitzlichen Informationen zu Alter, Geschlecht, Rasse und

den Vorbehandlungen.

Alter bei
..... Behandlungs-
Identitat . Geschlecht Rasse Vorbehandlungen
beginn
(in Jahren)
FL2-01 13 Stute Warmblut CE, LC, Al
FL2-02 13 Wallach Warmblut CE, LC, Al
FL2-03 9 Stute Arabo-Haflinger -
FL2-04 5 Stute Pinto -
FL2-05 15 Wallach Quarter Horse CE
FL2-06 14 Stute Haflinger CE, Al
FL2-07 10 Wallach Warmblut LC
FL2-08 19 Wallach Vollblut CE, LC
FL2-09 12 Stute Warmblut -
FL2-10 7 Stute Warmblut -
FL2-11 14 Wallach Warmblut -
FL2-12 22 Stute Islandpferd CE
FL2-13 17 Wallach Warmblut CE; LC; Al
FL2-14 7 Stute Paint Horse CE
FL2-15 2 Stute Quarter Horse -
FL2-16 7 Wallach Warmblut -
FL2-17 8 Wallach Quarter Horse CE
FL2-18 16 Wallach Haflinger -
FL2-19 6 Wallach Noriker -
FL2-20 10 Wallach Warmblut -
FL2-21 12 Stute Warmblut CE
FL2-22 6 Wallach Warmblut -
FL2-23 10 Stute Haflinger -
FL2-24 20 Wallach Haflinger CE, LC
FL2-25 17 Stute Vollblut CE
FL2-26 10 Wallach Noriker -
FL2-27 10 Stute Warmblut -
FL2-28 7 Stute Warmblut -
FL2-29 23 Stute Haflinger -
FL2-30 8 Stute Warmblut -

CE: chirurgischer Eingriff; LC: Lokale Chemotherapie; AI: Autoimplantation
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Die Pferde FL2-01-FL2-09 wurden nach dem Behandlungsprotokoll 1 therapiert. FL2-04
konnte nach der Behandlung nicht weiterverfolgt werden, da die Besitzerin nicht mehr zu
erreichen war. Somit konnten nur Daten von den restlichen 29 Pferden im

Beobachtungszeitraum erhoben werden.

Das zweite Behandlungsschema wurde bei den Pferden FL2-10-FL2-30 durchgefiihrt. Hier
wurde, wie schon in den Material und Methoden beschrieben, die Immunitédtsbildung bei
homologer und heterologer Impfung iiberpriift. Dementsprechend ergaben sich folgende

Impfschemata fiir die Pferde FL2-10 - FL2-30 (Tab. 4).
Tab. 4: Impfschemata der Pferde FL2-10 - FL2-30

Identitdt Impfschema Identitét Impfschema
FL2-10 AAA FL2-21 AAB
FL2-11 AAA FL2-22 AAB
FL2-12 AAA FL2-23 AAB
FL2-13 AAA FL2-24 BBB
FL2-14 AAA FL2-25 BBB
FL2-15 AAA FL2-26 BBB
FL2-16 AAA FL2-27 BBA
FL2-17 AAA FL2-28 BBA
FL2-18 AAA FL2-29 BBA
FL2-19 AAA FL2-30 BBA
FL2-20 AAB

3.1.1 Anwendung der Abbruchkriterien

Bei FL2-21 musste nach der ersten Behandlung auf Grund starker Schwellung die Studie zur
weiteren Behandlung abgebrochen werden. Am Tag nach der ersten Vakzinierung kam es zu
mgr. Odemisierung im Bereich der Injektionsstelle. Zusitzlich entwickelte sich 3-4 Tage spiter

ein hochgradiges Unterbauchodem, nachdem das Pferd bereits von der Universitédtsklinik
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entlassen war. Die weitere Behandlung erfolgte durch den Haustierarzt. Innerhalb von ca. 1

Woche kam es zur vollstindigen Riickbildung des Odems.

3.1.2 Abweichung des Behandlungsschemas

Beiden Pferden FL.2-17 und FL-18 konnte die zweite Impfung auf Grund von Einschriankungen
durch die Corona Pandemie nicht wie geplant durchgefiihrt werden. Dementsprechend wurde
hier die Behandlung auf den nédchst méglichen Zeitpunkt verlegt, wie auch in der Tab. 5

dargestellt.

3.1.3 Zusitzliche Behandlungen durch Wiederholung des gesamten
Behandlungsschemas

FL2-01 und FL2-02 wurden 6 Monate nach der ersten Behandlung erneut mit dem ersten

Behandlungsschema therapiert. Dieser erneute Therapieversuch wurde gestartet, da die Pferde

in den ersten Monaten nach der ersten Behandlung positiv angesprochen haben, der Effekt

jedoch nicht lange anhielt und die Sarkoide wieder zu wachsen begonnen haben.

3.1.4 Zusitzliche Behandlungen durch Boosterung

Die Pferde FL2-01, FL2-16 und FL2-20 bekamen zusitzlich zur eigentlichen Behandlung (laut
Behandlungsschema) eine weitere Boosterung. 2 der 3 Pferde zeigten nach der zusétzlichen
Vakzinierung weiterhin eine Tumorreduktion. Bei Versuchspferd FL2-01 war die letzte

Boosterimpfung ohne Erfolg.

3.2  Wirksamkeit

3.2.1 Tumorstatus (Stand: November 2021)

Im Rahmen der Beobachtungsmonate konnte an 14 Pferden eine complete remission festgestellt
werden. Dieser Zustand trat frithestens 6 Monate und spétestens 11 Monate nach der ersten
Behandlung ein. Dazu gehorte auch FL2-21, bei dem auf Grund der Schwellungen nach dem
ersten Therapieversuch die Behandlung abgebrochen werden musste. 4 weitere Pferde befinden
sich noch in der partial response. Es haben sowohl die inokulierten Sarkoide auf die
Behandlung angesprochen, als auch die unbehandelten Sarkoide. 4 Pferde blieben im stable

disease und 7 Pferde zeigten ein progressive disease.
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Im Fall von FL2-13 konnte bei dem urspriinglichen Sarkoid eine complete remission festgestellt
werden. Es bildeten sich jedoch neue Sarkoide. In den Monaten 16, 18, und 20 (nach der
Erstbehandlung) wurden diese neuerlich behandelt. Derzeit sind die Tumore im stable disease-
Stadium.

In der Tab. 5 ist der genaue Verlauf jedes Pferdes iiber die Monate dokumentiert.
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Veriinderung des Tumorstatus im Verlauf der Beobachtungsmonate

Tab. 5
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3.2.2 Verlaufsdokumentation von FL2-14

Das Pferd FL2-14 zeigte eine hochgradige Sarkoiderkrankung, welche in Abbildung 3 im
zeitlichen Verlauf, nach der Behandlung, dokumentiert wurde. Wie auf dem Bild, welches im
Monat 4 nach der ersten Behandlung aufgenommen wurde, erkenntlich, kam es zuerst zu einem
Wachstum des Sarkoids. Im Verlauf bis Monat 6 ist eine deutliche Tumorreduktion sichtbar und
nach 10 Monaten kam es zu einer vollstindigen Remission. Zu diesem Zeitpunkt wurde
zusitzlich zur visuellen Beurteilung auch eine Probe von der ehemalig betroffenen

Sarkoidstelle genommen. Die Probe wurde mittels PCR negativ auf das BPV1/2 getestet.

Abb. 3: Verlaufsdokumentation von FL2-14

Sarkoidverlauf des Pferdes FL2-14. (1) an Tag 1; (2) Monat 4; (3) Monat 8; (4) Monat 10.
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3.2.3 Verlaufsdokumentation von FL2-13
Im Fall von FL2-13 konnte eine vollstindige Remission des Sarkoids nach 6 Monaten erreicht
werden. Im Monat 16 nach der ersten Behandlung dokumentierte man neue Sarkoide im

Bereich der Kniefalte und an der linken Brust. Das urspriingliche Sarkoid an der Innenseite des

Oberschenkels kehrte nicht zuriick.

Abb. 4: Verlaufsdokumentation von FL2-13

Im Falle von FL2-13 kam es zu einer kompletten Remission des Sarkoids am Innenbereich des linken

Oberschenkels.
(1) Sarkoid an Tag 1; (2) komplette Remission des Sarkoids nach 6 Monaten; (3) und (4) Neue Sarkoide an

Kniefalte und linker Brust.
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3.2.4 Statistische Aufarbeitung

3.2.4.1 Statistische Auswertung des Tumorstatus

Gesamt konnte bei 48 % der Pferde eine complete remission erreicht werden. Jeweils 14 % der
Pferde zeigten eine partial response und ein stable disease. Bei 24 % wurde ein progressive
disease beobachtet. In der Tab. 6 wurden zum besseren Verstdndnis sowohl die relativen als

auch die absoluten Zahlen zu den Pferden angegeben.

Tab. 6: Darstellung der absoluten und relativen Hiufigkeiten zum Tumorstatus der Versuchspferde (Stand:

November 2021)

Absolute Haufigkeit | Relative Haufigkeit

SD - Stable Disease 4 14 %
PR - Partial Response 4 14 %
CR - Complete Remission 14 48 %

Anzahl der Pferde 29 100 %
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3.2.4.2 Statistische Auswertung des Tumorstatus in Bezug auf den Schweregrad der

Tumorerkrankung

Die Behandlung konnte sowohl bei ggr., mgr. als auch bei hgr. sarkoiderkrankten Pferden einen

vollkommenen Riickgang der Sarkoide bewirken. Bei ggr. Erkrankung kam es bei 100 % zu

einer kompletten Remission. Mgr. Sarkoiderkrankungen blieben zu 25 % stabil und bei 50 %

der Pferde fand eine komplette Remission statt. 25 %haben sich noch in der Phase der

Tumorreduktion befunden. Bei Pferden mit hgr. Einstufung kam es bei 38,9 % zu einem

Tumorwachstum und 11,1 % blieben stabil. 11,1 % waren zu dem Zeitpunkt noch in der Phase

der Reduktion der Tumorgrof3e und 38,9 % zeigten eine komplette Remission. Folgende Werte

sind in Abbildung 5 ersichtlich. Die Prozentualen Werte wurden jeweils fiir die Gruppen des

Schweregrades errechnet.

Tumorstatus im Zusammenhang mit dem Schweregrad der

Tumorerkrankung
8
38,90% 38,90%
7
6
W
=
] H PD - Progressive
K Disease
@ P 50% SD - Stable
E Disease
=
L] 100% PR - Partial
E 3 Response
CR - Complete
5% 5% 11,10% 11,10% Refiilssion
2
0
Geringgradig Mittelgradig Hochgradig
M PD - Progressive Disease 7
SD - Stable Disease 2 2
PR - Partial Response 2 Z
CR - Complete Remission 3 4 7
Anzahl der Pferde 3 8 18

Abb. 5: Absolute und relative Zahlen zum Tumorstatus im Zusammenhang mit dem Schweregrad der

Tumorerkrankung des Startzeitpunkts (Stand: November 2021)
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3.2.5 Therapieerfolg in Abhingigkeit der erfolgten Therapieversuche vor der Studie

Auffillig war, dass vor allem Pferde, welche bereits mindestens einmal vorbehandelt wurden,
deutlich schlechter auf die Therapie angesprochen haben. In dieser Studie wurden 13 Pferde
bereits vorbehandelt. Dabei kam es bei 5 Pferden zu einem weiteren Wachstum der Sarkoide
und bei weiteren 2 Pferden blieb die Sarkoidgréfe stabil. Dementsprechend ergibt sich daraus,
dass bei Pferden mit Vorbehandlung 54 % nicht auf die Immuntherapie angesprochen haben,

wenn von einer Tumorreduktion ausgegangen wird.

3.3 Nebenwirkungen

3.3.1 Innere Korpertemperatur

Bei 10 Pferden konnte nach mindestens einer der Behandlung am selben Abend bzw. am
nichsten Morgen eine erhohte Temperatur festgestellt werden. Dieser Zustand hielt jedoch bei
keinem Pferd ldnger als 24 Stunden an. Die genauen Temperaturaufzeichnungen finden sich im

Anhang.

3.3.2 Schwellungen an den Sarkoiden

Die Schwellungen an den Sarkoiden, sowohl an den behandelten als auch an der unbehandelten
wurden ab FL2-10 dokumentiert und sind im Anhang ersichtlich. Dabei konnte bei 11 Pferden
bei mindestens einer Behandlung eine ggr. Schwellung an dem behandelten Sarkoid und bei
2/11 konnte auch an unbehandelten Sarkoiden eine ggr. Schwellung festgestellt werden. Das
Pferd FL2-23 zeigte an unbehandelten Sarkoiden eine mgr. Schwellung. Bei FL2-26 zeigte sich
6-10 Tage nach der 2. Behandlung eine mgr. Schwellung des Oberlids. Versuchspferd FL2-21,
welches bereits erwdhnt wurde, entwickelte mgr. Schwellungen an behandelten und
unbehandelten Sarkoiden und in den Folgetagen ein hgr. Unterbauchddem, wodurch das Pferd

nicht an den weiteren Behandlungen der Studie teilnehmen konnte.
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4 Diskussion
Bis zum heutigen Stand gibt es keine universell wirksame Methode, um Sarkoide zu behandeln.
Einige Behandlungsweisen sind geprédgt durch starke Nebenwirkungen und Schmerzen, welche

sich negativ auf die Heilung und das Wohlbefinden des Pferdes auswirken konnen. (Knottenbelt

2019)

Bei der Behandlung von Sarkoiden ist vor allem die chirurgische Beseitigung des
Tumormaterials eine oft angewendete Methode der Sarkoidbehandlung. Jedoch kd&nnen
Sarkoide an manchen Lokalisationen beziehungsweise auf Grund ihrer Grée nur schwer
beziehungsweise gar nicht entfernt werden. Fiir die chirurgische Entfernung von Sarkoiden
muss ein grofer Anteil der Pferde in Generalanésthesie gelegt werden. Das Narkoserisiko bei
Pferden ist sehr hoch und die Mortalitdtsrate liegt im Moment bei 1% fiir Generalanésthesien
innerhalb des 7-tdgigen Beobachtungszeitraums nach der Narkose. (Gozalo-Marcilla et al.
2021)

Dadurch, dass haufig eine Chemotherapie im Anschluss der Entfernung gemacht wird, gibt es

auch hiufig Komplikationen bei der Wundheilung.

Als alternativer Weg der Sarkoidtherapie ist die Immuntherapie in den Vordergrund geriickt. Es
wurde bereits mit Bacillus Calmette-Guerin intraldsional gearbeitet, auch wenn die
Erfolgsquote, vor allem bei periokuldren Sarkoiden sehr gut war, wurde von teilweise starken
Nebenwirkungen berichtet. Darunter wurde auch von Anaphylaxien berichtet, die einen

todlichen Ausgang gezeigt haben.

Ein weiterer immuntherapeutischer Ansatz ist die Anwendung von dendritischen Zellen. Neben
der guten Remissionsrate, wurde auch von keinen Nebenwirkungen berichtet. Kritisch zu sehen
ist jedoch durchaus, dass es sich dabei nur um eine Doktorarbeit handelt und jener Versuch

nicht in einem peer-reviewed Journal publiziert wurde.

Im Fall der Autoimplantation wird inaktiviertes Sarkoidgewebe reimplantiert. Diese
tumorassoziierten Antigene konnen dann von dem Immunsystem erkannt werden und darauf

besser reagieren. Diese Methode ist jedoch limitierend beziiglich des zu implantierenden
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Tumorgewebes, da es davon abhédngt, wie gro3 das Sarkoid ist, welches chirurgisch entfernt
wird. Auch kann diese Methode, bezliglich der Antigenkonzentration, welche sich im entfernten
Sarkoid befindet, nicht standardisiert werden. Zusétzlich wurde von Abszessbildungen an den

Implantationsstellen berichtet.

Im Rahmen des Tierversuchs durch Immunisierung mit Hilfe von onkolytischen Influenzaviren
zeigt sich eine gute Wirksamkeit mit nur minimalen Nebenwirkungen (mit einer Ausnahme)
wie einer Erhohung der IKT und ggr. bis mgr. Odemisierung im Bereich an behandelten und
unbehandelten Sarkoiden. Diese Nebenwirkungen waren zu erwarten und konnen als Teil des
Behandlungserfolgs gesehen werden, da Influenzaviren auf Grund der systemischen
Immunantwort der Tiere eine Erh6hung der Kérpertemperatur induzieren konnen. Auffillig war
in Bezug auf die Erh6hung der inneren Korpertemperatur, dass dies vor allem in den ersten
Behandlungen, sowohl beim ersten als auch zweiten Behandlungsschema, vermehrt auftrat. Da
die Pferde bis zu diesem Moment keinen Kontakt mit jenem Impfvirus hatten, ist davon
auszugehen, dass es sich dabei um eine unspezifische Immunantwort gehandelt hat.

Da es auch zu einer Odemisierung bei nicht behandelten Sarkoiden kam, ist davon auszugehen,
dass eine Impfung mit iNSA bzw iNSB eine systemische Immunantwort auslost. Dies wurde

auch bereits in der vorangegangenen Safetystudie festgestellt.

Fiir diesen Versuch wurde vorgesehen die Versuchspferde in 2 Gruppen zu teilen, wobei 20
Pferde eine ggr. - mgr. und 10 Pferde eine hgr. Sarkoiderkrankung aufweisen sollten. Auf Grund
der Zusammensetzung des Patientenmaterials, welches an der Pferdeklinik vorgestellt wurde,
konnte diese Einteilung in Gruppen nicht beriicksichtigt werden. Daraus ergaben sich 4 Pferde
mit ggr., 8 Pferde mit mgr. und 18 Pferde mit hgr. Sarkoiderkrankung.

Im Fall dieses Tierversuchs musste ohne Kontrollgruppe gearbeitet werden. Dies wére ethisch
nicht vertretbar, da bei einer fehlenden Behandlung davon auszugehen ist, dass die Sarkoide
weiterwachsen und keine Besserung zu erwarten ist. Auch wire es zu riskant gewesen die Tiere
einer Placebogruppe mit einer nicht wirksamen Substanz zu behandeln, da die Injektion ein
Trauma darstellt, welches das Sarkoid veranlassen konnte ein starkeres Wachstum, oder die
Progression zu einer aggressiveren Tumorform zu zeigen. Dies wiirde mehr Leid fiir das Tier

bedeuten und spitere Behandlungsversuche verkomplizieren. (Nasir and Reid 2006)
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Die Pferde wurden, wie in Tab. 4 dargestellt, mit verschiedenen Impfschemata behandelt, um
zu Uiberpriifen, ob es zu einer verringerten Wirkung kommt, wenn alle Behandlungen durch den
selben Stamm stattfinden. Die Vermutung, dass neutralisierende AntikOrper gegen das
Impfvirus die Wirkung der Behandlung verschlechtern, hat sich jedoch nicht bestétigt. Der
Erfolg bei der Behandlung trat sowohl bei homologer als auch bei heterologer Impfung auf.
Geplant war, mit einer Software die GroBe der Sarkoide im Zeitverlauf zu vermessen. Dies
wurde schlussendlich nicht in dieser Form umgesetzt, da die Gro3enverdnderungen bereits mit
dem bloflen Auge gut genug beurteilt werden konnten. Somit wurde die Auswertung rein visuell
durchgefiihrt und so bewertet, ob sich die Grof3e oder Anzahl der Sarkoide verdndert hat.
Diese konservative Methode ist durchaus als Alternative zu den bereits vorhandenen
Behandlungsweisen zu sehen. Auch schlecht zu behandelnde Stellen, auf Grund ihrer
Lokalisation, haben eine bessere Chance abzuheilen, da kein Gewebe entfernt werden muss und
die Impfung das umliegende Gewebe nicht schiadigt. Auf Grund der systemischen Wirkung
werden auch nicht behandelte Sarkoide mittherapiert, dies erleichtert die Behandlung, da nicht
in alle Sarkoide injiziert werden miissen und vorwiegend leicht zugdngliche Lasionen therapiert
werden konnen. Das macht es fiir den Anwender noch sicherer und fiir die Pferde haben weniger
Stress.

Dadurch konnte der Hauptteil der Pferde, widhrend der Behandlung, unsediert bleiben.
(Hainisch, personliche Kommunikation)

Durch den vorhandenen Elispots ist es moglich die T-Zell-vermittelte Immunantwort der Pferde
zu iiberpriifen. So konnte, wenn gewiinscht, bei einer abgeschwéchten T-Zell Immunantwort,
eine Boosterung durchgefiihrt werden.

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Impfung vor allem bei ggr. und mgr.
Auspriagungen eine gute Wirksamkeit aufweist. Dementsprechend ist zu empfehlen, eine
Behandlung so frith wie moglich einzuleiten, insbesondere bei Auftreten von multiplen
fibroblastischen Sarkoiden.

Besonders wichtig wére es in Hinblick auf zukiinftige Erkrankungsfille, dass die Tierdrzte auf
dieses Thema sensibilisiert und in Bezug auf die verschiedenen Therapiemdglichkeiten geschult

werden.
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S Zusammenfassung

Beim equinen Sarkoid handelt es sich um einen Hauttumor, welche bei Pferden, Maultieren,
Eseln und Zebras auftreten kann. Dabei handelt es sich um einen Tumor, welcher nicht zu
Metastasen neigt, jedoch oft ein starkes Wachstum aufweist und nach Behandlungen zu
Rezidiven neigt. Das equine Sarkoid wird durch bovine Papillomviren Typ 1, 2 und 13

verursacht.

Es gibt viele Therapieansidtze zur Behandlung der Sarkoide, jedoch keinen, welcher generell
fiir alle Gegebenheiten empfohlen wird. Dadurch muss bei jedem Fall individuell entschieden

werden, welche Therapie am besten geeignet ist.

Ein relativ neuer Therapieansatz ist die Pferde zu Immunisieren und eine spezifische
Immunantwort hervorzurufen. In diesem Versuch wurde mit einem attenuierten humanen
Influenzavirus mit deletierter NS1 Region gearbeitet, welches die Onkogene E6 und E7 des
bovinen Papillomvirus exprimiert. Wir gingen von der Hypothese aus, dass diese therapeutische
Vakzine eine hohe Wirksamkeit in Bezug auf das equine Sarkoide aufweist. Es erfolgte eine
Inokulation der Sarkoide in 2 Behandlungsschemata, welche vor allem in der Anzahl der
Inokulationen als auch im Abstand zu den Behandlungen voneinander abwichen. Es wurden
sowohl die innere Korpertemperatur, als auch Odemisierungsgrad der Tumore wihrend des
Aufenthaltes an der Veterindrmedizinischen Universitit Wien dokumentiert, um
Nebenwirkungen der Vakzine einschédtzen zu konnen. Auch wurden Blutproben jeweils vor den
Behandlungen genommen. Zur Uberpriifung der TumorgréBe wurden fiir mindestens 6 Monate
die Sarkoide fotografiert.

11 von 30 Pferden zeigten nach der Behandlung mindestens einmal eine erhohte innere
Korpertemperatur, welche jedoch nicht linger als 24 Stunden angehalten hat. 12 von 21 Pferden,
welche nach Behandlungsprotokoll 2 therapiert wurden, zeigten eine ggr. Schwellung an
mindestens einem Sarkoid. Bei einem Pferd wurde eine mgr. Schwellung am Oberlid, 6-10 Tage
nach der Behandlung dokumentiert. Ein weiteres Pferd zeigte mgr. Schwellungen an den

Tumoren und es entwickelte zusétzlich in den Folgetagen ein hochgradiges Unterbauchddem.
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Insgesamt konnte bei 48 % der Pferde eine komplette Remission festgestellt werden. 14 %
befinden sich noch im Regression, sprechen aber weiterhin auf die Behandlung an. Bei 14 %
bleiben die Sarkoide stabil in ihrer TumorgroBe und in 24 % folgte nach der Behandlung ein
progressiver Verlauf. Im Fall der progressiven Verldufe handelte es sich aber ausschlieBlich um

Pferde mit einer hgr. Sarkoiderkrankung.

Dementsprechend konnte die Wirksamkeit mit NS-1 deletierten, BPV1 Onkogene E6 und E7
exprimierenden, humanen Influenzaviren bestétigt werden. Ein wichtiger Faktor ist jedoch der
Schweregrad der Tumore, da hgr. Lisionen eher Therapieresistenzen aufweisen. Um den Faktor
der Neubildung besser einschitzen zu konnen, sollten die Pferde des Versuchs iiber die ndchsten

Jahre hinweg weiter beobachtet werden.
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6 Summary
The equine sarcoid is a skin tumor that can occur in horses, mules, donkeys and zebras. It is a
tumor that does not metastasize, but often shows rapid growth and is likely to recur after

treatment. Equine sarcoids are caused by bovine papillomavirus types 1, 2 and 13.

There are many therapeutic approaches for the treatment of sarcoids, but there is none that is
generally recommended for all conditions. So for each case, ist has to be decided individually

which therapy is the most suitable.

An innovative therapeutic method is to immunize the horses and induce a specific immune
response. In this trial, an attenuated human influenza virus with a deleted NS1 region was used
to express the E6 and E7 oncogenes of the bovine papillomavirus. We hypothesized that this
therapeutic vaccine would have high efficacy in equine sarcoids. Sarcoid inoculation was
performed in 2 treatment regimes, which differed mainly in the number of inoculations as well
as the interval between treatments. Both internal body temperature and degree of edema of the
tumors were documented during the stay at the University of Veterinary Medicine, Vienna to
assess side effects of the vaccine. Blood samples were also taken prior to each treatment for
further, upcoming investigations. Sarcoids were photographed for at least 6 months to check
tumor size.

11 of 30 horses showed an increased internal body temperature at least once after treatment, but
this did not last longer than 24 hours. 12 of 21 horses treated according to treatment protocol 2
showed mild swelling on at least one sarcoid. One horse showed moderate swelling on the upper
eyelid, days after treatment. Another horse showed moderate swelling at the tumors and it

additionally developed severe abdominal edema in the following days after treatment.

Overall, complete remission was observed in 48 % of the horses. 14 % are still in progressive
reduction but continue to respond to treatment. In 14 %, the sarcoids remained stable in tumor
size and in 24 % a progressive course followed after treatment. However, in the case of

progressive courses, these were exclusively horses with severe sarcoid disease.
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Accordingly, efficacy was confirmed with NS-1 deleted human influenza viruses expressing
BPV1 oncogenes E6 and E7. However, tumor severity is an important factor, as severe lesions
are more likely to be resistant to therapy. To better assess the factor of de-novo formation of

sarcoids, the horses of the trial should be further monitored over the next years.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

BPV.....cooeie Bovines Papillom Virus
CD..oveeeeee Cluster of differentiation

CVLP ..., Capsid Virus-Like-Partikel
ES.iiiii, Equines Sarkoid

o4 USRI geringgradig

GM-CSF............ Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
hgt. v, hochgradig

HPV ... Humane Papillom Viren

IFN . Interferon

IL i, Interleukin

10074 CRUURRRR mittelgradig

MHC ................. Haupthistokompatibilitdtskomplex
PBMC ............... Peripheral Blood Mononuclear Cell
TAA......ccoe Tumor-assoziiertes Antigen

VLP..ooeeeea, Virus-Like-Partikel
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