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| EINLEITUNG

Das Equine Sarkoid ist eine lokal invasive, nicht metastasierende Neoplasie der Haut.
Es ist der am haufigsten diagnostizierte Tumor bei Pferden und macht 90% der Hauttu-
more aus (Knowles et al. 2015). Eine Vielzahl von Therapieoptionen bei Equinen Sar-
koiden ist beschrieben. Eine zuverlassige Therapie gibt es nicht. Ebenso wenig gibt es
zur Therapie beim Pferd zugelassene Medikamente. Fir die meisten Therapieoptionen
mussen Medikamente aus der Humanmedizin umgewidmet werden (z.B. Cisplatin, 5-
Fluorochinolon). Die Anwendung dieser Medikamente birgt jedoch aufgrund der kanze-
rogenen Wirkung ein hohes Risiko flir den Anwender.

Feline Fibrosarkome weisen einige Gemeinsamkeiten mit Equinen Sarkoiden auf. Injek-
tionen eines rekombinanten Kanarienpockenvirus, das lokal felines Interleukin 2 (IL-2)
(Oncept IL-2, Merial, Zulassungsnummer: EU/2/13/150/001) exprimiert, in das Tumor-
bett konnte die Rezidivrate nach chirurgischer Entfernung des Fibrosarkoms vermindern
(Jas et al. 2015). Interleukin 2 soll durch Aktivierung von naturlichen Killerzellen und T-
Helferzellen sowie Uber die vermehrte Ausschuttung von weiteren Zytokinen die spezifi-
sche Tumorimmunitat stimulieren (Gansbacher et al. 1990). Die publizierten Sequenzen
von felinem und equinem Interleukin 2 zeigen eine hohe Ubereinstimmung (Dunham et
al. 1995).

Ziele der Arbeit waren:

1.) die aktuellen Erkenntnisse zu Equinen Sarkoiden, insbesondere die verschiede-
nen Therapiemoglichkeiten mit ihren Erfolgsraten sowie ihrer Verfugbarkeit an-

hand einer Literaturibersicht anzuzeigen.

2.) die Sicherheit der Anwendung eines rekombinanten Kanarienpockenvirus, das
lokal felines Interleukin 2 (IL-2) (Oncept IL-2, Merial, Zulassungsnummer:
EU/2/13/150/001) exprimiert, bei Pferden zu Uberprfen.

3.) die Wirkung von Injektionen eines rekombinanten Kanarienpockenvirus, das lo-
kal felines Interleukin 2 (IL-2) (Oncept IL-2, Merial, Zulassungsnummer:
EU/2/13/150/001) exprimiert, bei Pferden zu Uberprifen.
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Il LITERATUR

Das Equine Sarkoid wurde bereits 1936 durch Jackson als fibroblastischer Tumor der
Haut beschrieben (Jackson 1936). Die gro3e Bedeutsamkeit dieses Tumor geht vor al-
lem auf seine weite Verbreitung zurtick (Knowles et al. 2016). Bei 9 von 10 diagnosti-
zierten Hauttumoren der Pferde handelt es sich um Equine Sarkoide. Sie kommen welt-
weit bei Equiden vor und werden vereinzelt auch bei anderen Saugetieren diagnostiziert.
Die Pravalenz wird in der Literatur zwischen 0,4 und 7% angegeben (Knottenbelt 2005;
Studer et al. 2007).

Makroskopisch lassen sich 6 Formen unterscheiden: okkult, verrukds, nodular, fibroblas-
tisch, maligne und gemischt (Knottenbelt 2005) (siehe Tabelle 1).

Das okkulte Sarkoid gilt als die am wenigsten maligne Form des Sarkoids. Es handelt
sich meist um haarlose, hyperkeratotische und oft runde Areale. Als Pradilektionsstellen
gelten der Bereich um das Maul und um die Augen und generell wenig behaarte Kérper-
regionen.

Das verrukdse Sarkoid hat ein, wie der Name schon sagt, warzenahnliches Aussehen.
In der direkten Umgebung ist die Haut oft verdickt und haarlos. Diese Form des Sarkoids
wachst meistens langsam und ist wenig aggressiv.

Nodulare Sarkoide sind feste, runde und gut abgrenzbare subkutane Knoten, die in ihrer
Grolke von 0,5 bis 20 cm variieren kénnen. Sie lassen sich in 2 Subtypen unterteilen.
Typ A ist unter der Haut frei verschieblich, wahrend das bei Typ B aufgrund der mitbe-
troffenen Dermis nicht méglich ist.

Fibroblastische Sarkoide dhneln in ihrem Aussehen Granulationsgewebe. Auch sie wer-
den in zwei Subtypen unterteilt. Bei Typ 1, dem gestielten fibroblastischen Sarkoid, wird
noch zwischen Sarkoiden ohne Wurzel (Typ 1 a) und mit Wurzel (Typ 1 b) unterschieden.
Typ 2 weist eine breite Basis auf und ist oft grof3flachiger als Typ 1.

Beim gemischten Typ handelt es sich meistens um sich transformierende Sarkoide. Zum
Beispiel durch wiederholtes Trauma entwickelt sich ein verrukdses Sarkoid zu einem
fibroblastischen. Daher treten die oben genannten Formen dann nebeneinander auf.
Das maligne Sarkoid wachst lokal invasiv und schnell. Es tritt in unmittelbarer Nahe zu
Lymphknoten oder Lymphgefafien auf, welche haufig vergréRert bzw. verdickt sind. Ent-
artete Zellen konnten aber im Lymphgewebe nicht nachgewiesen werden (Knottenbelt
2005). Uber die Haufigkeit der einzelnen Typen gibt es mehrere Studien und das Vor-
kommen eines Typs scheint regional verschieden zu sein. Sowohl eine Studie aus Ka-

nada als auch eine aus Deutschland benennen den fibroblastischen Typ als den
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haufigsten (Teifke 1994; Wobeser et al. 2010). Da die Typen im Aussehen stark variie-

ren, hat auch jeder Typ seine spezifischen Differentialdiagnosen (siehe Tabelle 1).

Wegen des biologischen Verhaltens, namlich keiner Neigung zur Metastasierung, wohl
aber lokal invasiven Wachstums, wird das Sarkoid als semimaligne Neoplasie klassifi-
ziert (Marti et al. 1993). Histologisch dominieren entartete Fibroblasten. Es kommt zu
einer hochgradigen Invasion in das umliegende Gewebe.

Betroffen sind Pferde jeden Alters, wobei das erste Auftreten meist bereits in jungen

Jahren zu beobachten ist (Wobeser et al. 2010).
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Typ Untergruppe Aussehen Lokalisation DD Foto
Okkult - Haarlos, schuppig ~ Nacken, Kopf, Follikulitis,
verdickte Haut Préputium, Kreisrunder
Hyperkeratose Schulter, In- Haarausfall
nenseite der
Oberschenkel
Verrukos - UnregelmaBige Kopf, Hals, Papillome,
Oberfléche, war- Achselhdhle Dermatophy-
ziges Aussehen, tose, Plat-
Erhaben, tenepithelkarzi-
nom
Nodulir A: runde subku- noch behaart, oder  Augenlid, Pré- Eosinophiles
tane UV bereits haarlos o- putium, Leis- Granulom,
Al: verschieblich  der ulzeriert tengegend Fremdkd&rper
A2: nicht ver- Granulom,
schieblich andere Neopla-
sie
B: Dermis mitbe-
teiligt
B1: verschieblich
B2: nicht ver-
schieblich
Fibroblastisch 1: gestielt Ahnelt Granulati-  Achselhdhle, Granulations-
la: kein Tumor ons-gewebe Leiste, Beine, = gewebe, Plat-
Gewebe unter Perioculér tenepithelkarzi-
dem Stiel nom
1b Tumorgewebe
auch unterhalb
des Siels
2: breite invasiv
wachsende Basis
Mixed - 2 verschiedene Alle moglich ~ Habronemiasis,
Typen Pemphigus
Granulations-
gewebe
Malevolent - Ausgedehnt inva-  Alle moglich  Plattenepithel-
siv wachsend in karzinom,
Haut und Subcu- Lymphom,
tis, Lymphgetife Lymphangitis,

mit betroffen

Tabelle 1: Sarkoidtypen und Differentialdiagnosen
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1. Pathogenese

Schon bei der ersten Beschreibung von Equinen Sarkoiden mutmaldt Jackson eine virale
Ursache (Jackson 1936). Die genaue Pathogenese der Equinen Sarkoide ist bis heute
nicht vollstandig geklart. Man geht von einem multifaktoriellen Geschehen aus
(Knottenbelt 2005). Sowohl intrinsische als auch extrinsische Faktoren scheinen eine
Rolle zu spielen. Viren, genetische Pradisposition und Vektoren bedingen den Ausbruch
einer Erkrankung. Eine Assoziation zwischen dem Bovinem Papilloma Virus (BPV) Typ
1 und/oder Typ 2 und Equinen Sarkoiden gilt mittlerweile als gesichert. DNA-Sequenzen
des BPV wurden bei 71-100% der untersuchten Sarkoide nachgewiesen (Teifke et al.
1994; Chambers et al. 2003b; Borzacchiello et al. 2008; Brandt et al. 2011). Martens
wies dartber hinaus den Virus auch im umliegenden, gesunden Gewebe nach (Martens
et al. 2001a). Welcher Typ des Virus haufiger auftritt, ist je nach Region unterschiedlich.
Wahrend in den USA Typ 1 und Typ 2 in etwa gleich haufig nachgewiesen werden,
kommt Typ 2 in Europa nur bei weniger als 20% der Sarkoide vor (Angelos et al. 1991;
Carr et al. 2001; Martens et al. 2001c; Meuten 2008).

Das Genom der Papillomaviren ist auf einer zirkularen Doppelstrang-DNA kodiert und
beinhaltet sogenannte ,early genes” (E), auf denen die Informationen fur Nicht-Struktur-
Proteine kodiert sind, und ,late genes” (L), welche die Erbinformationen fiir das Kapsid
tragen. Bei der neoplastischen Transformation spielen die Onkoproteine E5, E6 und E7
eine Rolle (Nasir und Reid 1999; Chambers et al. 2003a).

Durch Inokulation von BPV-1 und -2 in die Haut von Pferden konnte eine fibroblastische
Proliferation ausgeldst werden. Histologisch fehlten aber einige Merkmale, die Sarkoide
sonst aufweisen (Ragland und Spencer 1969; Voss 1969). Papillomaviren werden als
streng wirtsspezifisch beschrieben. Die Frage, ob das Bovine Papillomavirus sich im
Pferd als Fehlwirt auch replizieren kann, ist bis heute nicht ausreichend geklart (Wilson
et al. 2013).

Die Ubertragung des Virus kann direkt oder indirekt Uiber Vektoren erfolgen. Hautverlet-
zungen scheinen das Infektionsrisiko zu erhéhen (Bogaert et al. 2008). Als Vektoren
kommen hauptsachlich Fliegen in Betracht. So wurde beschrieben, dass das Aufkom-
men an Fliegen die Inzidenz beeinflusst. Auflerdem konnte BPV-1-DNA in Fliegen, die
sich in der Nahe von sarkoiderkrankten Pferden befanden, nachgewiesen werden
(Finlay et al. 2009).

Nach dem heutigen Erkenntnisstand ist eine Ubertragung von Pferd zu Pferd unwahr-
scheinlich, aber nicht ausgeschlossen. Eine Studie konnte zeigen, dass BPV negative
Stallfliegen nach Kontakt mit bovinem Papillomagewebe bzw. nach Kontakt mit Equinen

Sarkoiden fur kurze Zeit BPV positiv werden. Die nachweisbare Virusmenge war nach
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Exposition zu bovinem Papillomagewebe deutlich héher als nach Kontakt mit Equinen
Sarkoiden (Haspeslagh et al. 2018b). Entsprechende Hygienemalnahmen, insbeson-
dere geeigneter Fliegenschutz, sollten daher bei Pferden mit Sarkoiden eingehalten wer-
den (Knottenbelt et al. 2015).

Eine Rassepradisposition scheint es fiir Araber, Appaloosas, Quater Horses und Voll-
bliter zu geben (Angelos et al. 1988), wahrend Traber und Lipizzaner ein geringeres
Erkrankungsrisiko aufweisen. Von familiaren Haufungen wurde berichtet (James 1968;
Brostrom 1994) .

Bestimmte Allele, deren Auspragung das Risiko erhdht bzw. verringert, wurden bereits
identifiziert (Jandova et al. 2012). Sie werden auf dem Major Histocompatibility Complex
(MHC) kodiert. Einige Haplotypen dieser equine leukocyte antigens (ELA) kommen bei
sarkoiderkrankten Tiere gehauft vor. ELA W13 (B1) ist solch ein haufig sarkoidassoziier-
ter Haplotyp. Bei einigen Vollblitern und einigen Warmblitern wurde eine Korrelation
zwischen Anfalligkeit fur Sarkoide und diesem Haplotyp nachgewiesen (Lazary et al.
1985; Meredith et al. 1986; Brostrom et al. 1988).

Ein vorangegangenes Trauma scheint ebenfalls eine atiologische Bedeutung sowohl bei
der Tumor-Transformation als auch bei der Tumor-Progression zu haben (Knottenbelt et
al. 2015). Der Zeitraum zwischen diesem Insult und dem ersten Auftreten des Sarkoids
ist sehr variabel und kann sogar bis zu Jahre dauern (Knottenbelt 2008).

Die genaue Pathogenese und wie die atiologischen Faktoren zusammenwirken ist bis

heute ungeklart und bedarf weiterer Studien.

2. Klinik

Pferde jeden Alters und Geschlechts kdnnen Sarkoide entwickeln. Die Erstmanifestation
wird allerdings haufig im Alter zwischen 3 und 6 Jahren beobachtet (Wobeser et al.
2010).

Bestimmte Korperregionen sind haufiger betroffen, dazu gehéren Bauch, Kopf, Glied-
malfden, Zwischenschenkelspalt sowie das Praputium (Knottenbelt et al. 2015). Haufig
entwickeln erkrankte Pferde mehrere Sarkoide.

Als Differentialdiagnose kommen Granulationsgewebe, Granulome, Papillome, Fibro-
sarkome, Plattenepithelkarzinome und Melanome in Frage. Auch eine Staphylokok-
keninfektion kann klinische Ahnlichkeiten aufweisen (Foy et al. 2002).

Eine Verdachtsdiagnose kann anhand des klinischen Bildes zwar gestellt werden, die

Bestatigung kann aber nur durch eine Biopsie erfolgen. Hierbei besteht allerdings das
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Risiko, dass der Tumor durch die Biopsie zu wachsen beginnt (Knottenbelt und Kelly
2000). Neuere Studien beschreiben daher weniger invasive Verfahren zum Nachweis
von Sarkoiden. Es besteht beispielsweise die Mdglichkeit, mit Hilfe einer PCR die BPV-
DNA aus Abstrichen bzw. Hautgeschabseln nachzuweisen. Hierbei stellt sich aber das
Problem, dass BPV-DNA auch in Gewebe gefunden werden kann, welches nicht sar-
koidtypisch entartet ist (Wobeser 2016).

Kdirzlich wurde ein Protokoll zur Diagnosestellung basierend auf den typischen Eigen-
schaften von Sarkoiden entwickelt. Es konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe dieses Pro-
tokolls die Diagnose auch ohne Biopsie haufiger richtig gestellt wurde und dadurch sel-

tener eine Biopsie durchgeflhrt werden musste (Haspeslagh et al. 2018a).
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3. Therapiemaoglichkeiten

Bevor eine Therapie eingeleitet wird, sollte man die hohe Rezidivrate bedenken. Re-
zidive sind haufig therapieresistenter und haben eine schlechtere Prognose als das ur-
sprungliche Sarkoid. Selbst bei erfolgreicher Therapie bleibt ein einmal befallener Pati-
ent immer empfanglich fir neue Sarkoide und Rezidive kénnen sich auch noch nach
Jahren manifestieren (Knottenbelt et al. 2015). Eine grindliche Besitzeraufklarung ist

unbedingt erforderlich. Die Prognose ist in jedem Fall vorsichtig zu stellen.

Chirurgie

Die chirurgische Entfernung ist eine gute Option, falls eine komplette Resektion des Sar-
koids mdglich ist. Manche Studien berichten hierbei allerdings von Rezidivraten bis zu
70%. Bei der Resektion sollte eine Kontamination von Tumorzellen in das umliegende
Gewebe vermieden werden (Knottenbelt et al. 2015). Eine Studie konnte BPV bis zu
1,6 cm um das Sarkoid herum nachweisen. Dies sollte bei der Entfernung bedacht und
das Sarkoid entsprechend gré3er umschnitten werden (Martens et al. 2001b).

Durch Ligation lassen sich nur bestimmte Sarkoide, z.B. noduldre Sarkoide Typ A1 und
B1, entfernen. Das Einhalten eines Sicherheitsabstands ist nicht moglich. Die Wahr-
scheinlichkeit eines Rezidivs ist deshalb recht hoch (Tupper 2017).

Laserchirurgie wird in der Veterinarmedizin mittlerweile haufig eingesetzt. Die Vorteile
liegen in der Prazision, dem unblutigen OP-Feld und der Reduktion von Schwellung und
postoperativen Schmerzen (Hernandez-Divers 2008). AuRerdem werden durch die War-
meenergie die neoplastischen Zellen am Exzisionsrand zerstoért. Um diesen herum ent-
steht ein Bereich, der durch irreversible Koagulationsnekrose gekennzeichnet ist. Die
Erfolgsrate dieser Behandlung liegt bei 63% bis 68% (Carstanjen et al. 1997; Martens et
al. 2001b; McCauley et al. 2002). In einer Studie von 2015 konnte durch bis zu dreimalige
laserchirurgische Entfernung eine Erfolgsquote von 83% erzielt werden (Compston et al.
2015).

Thermotherapie/Kryotherapie

Bei der Kryotherapie wird flissiger Stickstoff (-192°C) auf das Sarkoid appliziert (Lane
1977).

Hierbei bilden sich intrazellulare Eisschollen, die die Zellmembran zum Bersten bringen
und somit die Zelle zerstéren (Holmberg 2003). Die Temperatur der Haut und der darun-
terliegenden Strukturen sollte dabei mittels Temperatursonden tberwacht werden. Eine
Wirksamkeit wird bei -20 bis -30°C erreicht (Klein et al. 1986). In der Regel bedarf es

drei sukzessiver Applikationen, um diese Temperatur zu erreichen. Auch bei dieser
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Methode sollte das Gewebe 1 bis 2 cm um das Sarkoid mitbehandelt werden. Nach der
Behandlung kommt es haufig zur Depigmentierung der Haut, die bis zu 6 Monate und
langer anhalten kann (Cooper und Dawber 2001). AulRerdem wird haufig eine starke
Wundkontraktion beobachtet (Martens et al. 2001b). Bei groRen Sarkoiden empfiehlt es
sich, die Kryotherapie nach chirurgischer Entfernung durchzufihren (Martens et al.
2001b).

Die Erfolgsquote wird, bei teilweise wiederholter Behandlung, mit 42 bis 80% angegeben
(Lane 1977; McConaghy et al. 1994; Martens et al. 2001b; Maiti et al. 2015).
Hyperthermie ist eine selten angewandte Therapiemethode (Knottenbelt et al. 2015), die
auf einer erhéhten Temperatursensitivitat von Tumorzellen beruht. Hierbei wird dem Tu-
mor eine Thermosonde angelegt und fir 30 Sekunden auf 50°C erhitzt. Diese Behand-
lung findet wdchentlich in einem Zeitraum von 5 Wochen statt. Beschrieben wurde diese
Methode in der Literatur nur selten. Sie bewirkte bei drei Fallen eine Tumorregression
(Hoffman et al. 1983).

Strahlentherapie

Der Wirkmechanismus der Strahlentherapie beruht auf der schadigenden Wirkung von
ionisierenden y-Strahlung. Durch sie kommt es zu Doppel- und Einzelstrangbriichen der
DNA und es bilden sich freie Radikale aus Wassermolekulen, welche wiederum andere
Molekiile, wie DNA und Proteine, zerstéren (Stathakis 2010). Sowohl Teletherapie als
auch Brachytherapie kdnnen zur Behandlung von Equinen Sarkoiden verwendet wer-
den. Der Unterschied besteht darin, in welchem Abstand sich die Strahlenquelle zum
Patienten befindet. Bei der Teletherapie wird der Tumor in einem Abstand von etwa ei-
nem Meter bestrahlt. Hierflr wird ein Linearbeschleuniger verwendet. Die Behandlung
findet in Allgemeinanasthesie statt. Sie ist sehr kostspielig, und Linearbeschleuniger sind
nur in wenigen Einrichtungen verfligbar, weshalb diese Therapiemethode nur selten An-
wendung findet (Henson und Dobson 2004).

Bei der Brachytherapie wird haufig radioaktives Iridium 192 verwendet, welches direkt in
das Tumorgewebe platziert wird (Byam-Cook et al. 2006). Der primare Vorteil liegt in der
hohen Strahlendosis im Tumor im Vergleich zu einer minimalen Belastung des umlie-
genden Gewebes (Henson und Dobson 2004). Durch diese Behandlung wurde in einer
Studie eine einjahrige rezidivfreie Zeit bei 86,6% der Patienten erreicht, eine funfjahrige
rezidivfreie Zeit in 74% der Falle (Théon und Pascoe 1995). Besonders bei periokularen
Sarkoiden wurde diese Therapieform mit sehr guten Erfolgen angewandt (Knottenbelt
und Kelly 2000; Hollis und Berlato 2018). Diese Therapie kostet aber, je nach Lokalisa-
tion und GrofRe des Tumors, deutlich Uber € 2000 und es gibt nur wenige Zentren, die

sie anbieten.
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Chemotherapie

Zur Therapie von Sarkoiden kdnnen verschiedene Chemotherapeutika eingesetzt wer-
den, die in der Regel zytotoxische und antimitotische Eigenschaften haben. Deshalb
bergen sie ein Risiko fur den Anwender. Unerwiinschte Wirkungen kdnnen nicht nur
beim Patienten, sondern auch bei Halter und Tierarzt auftreten. Daher missen immer
Sicherheitsmallinahmen ergriffen und Besitzer ausfuhrlich aufgeklart und angewiesen
werden (Knottenbelt et al. 2015). Eine Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren ist

nicht erlaubt.

5-Fluorouracil

5-Fluorouracil gehdrt zu den Zytostatika. Wird es zu seiner aktiven Form, dem 5-Fluoro-
desoxyuridinmonophosphat, metabolisiert, hemmt es als Antimetabolit die DNA-Syn-
these. Besonders hohe Wirksamkeit wird bei Zellen mit hoher Replikationsrate erzielt.
Ein beschriebenes Therapieprotokoll besteht aus einer intratumoralen Injektion von
50mg/cm3 5-Fluorouracil im Abstand von 14 Tagen. Die Behandlung wurde bis zu sieben
Mal wiederholt und konnte bei 61,5% eine Tumorregression erzielen (Stewart et al.
2006). 5-Fluorouracil kann aus der Humanmedizin umgewidmet werden. 10 ml kosten
etwa € 20.

AW5

AWS5 Salbe ist ein Kombinationspraparat und beinhaltet Fluorouracil und Schwermetalle.
Dieses Praparat wird von Equine Medical Solutions in England produziert und vermark-
tet. Die Salbe wird topisch angewandt. Verschiedene Protokolle existieren. Meist wird
die Salbe Uber einen Zeitraum von 7 -10 Tagen appliziert. Die publizierten Erfolgsquoten
liegen bei 35 - 80% (Knottenbelt und Walker 1994; Knottenbelt und Kelly 2000). Neben
den Kosten fur die Salbe (etwa € 120-250) kommt noch eine Beratungsgebuhr von etwa
€ 60 dazu.

Cisplatin

Cisplatin ist ein Schwermetallkomplex und hemmt die DNA-Replikation, indem es Quer-
vernetzungen zwischen benachbarten Guanin-Basen ausbildet. Da es systemisch starke
Nebenwirkungen ausldst, wird es nur lokal und in langsam resorbierbarer Formulatur
verwendet. Hierfur wird Cisplatin Reinsubstanz mit medizinischem Sesamd&l vermischt,
so dass eine 3,3 mg/ml Cisplatinemulsion entsteht. Die empfohlene Dosierung betragt 1
mg/cm?® viermal in einem Abstand von zwei Wochen. Will man eine wassrige Lésung

verwenden (1 mg/ml), die es aus der Humanmedizin zur intravendsen Applikation gibt,
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mussen entsprechend gréfiere Volumina appliziert werden (Knottenbelt et al. 2015). Die
Erfolgsquoten liegen bei dieser Behandlung zwischen 33% und 95% (Théon et al. 1993;
Théon et al. 1999; Knottenbelt und Kelly 2000; Théon et al. 2007). Die Kosten belaufen
sich auf etwa € 20 fur 10 ml. Eine weitere Darreichungsform sind Cisplatin beads, die in
den Tumor implantiert werden. Durch die stetige und langsame Abgabe von Cisplatin ins
Gewebe konnte durch diese Therapie bei 91% der behandelten Tumore eine vollstan-
dige Regression erzielt werden (Hewes und Sullins 2006). Zurzeit sind sie allerdings
nicht auf dem europaischen Markt erhaltlich.

Relativ neu ist die Kombination aus Elektro- und Chemotherapie. In einer Studie von
Tonzon (2017) wurden nach Injektion von Cisplatin elektrische Impulse in das Gewebe
abgegeben. Dies soll dazu flhren, dass die Zellmembranen permeabler werden und
mehr Cisplatin in den Intrazellularraum gelangt. Bei den 18 behandelten Tumoren kam
es nur bei einem zu einem Rezidiv in einem 14-monatigen Beobachtungsintervall. Die-
ses Verfahren wurde in vitro auch bei anderen Chemotherapeutika getestet (Bleomycin,
Cisplatin und Carboplatin) und konnte die Hypothese der vermehrten intrazellularen Auf-

nahme durch Elektroporation beweisen (Souza et al. 2017).

Imiquimod

Imiquimod gehort zu den Immunmodulatoren. In der Humanmedizin wird es zur Behand-
lung von Basaliomen, aktinischer Keratose und Condylomata acuminata eingesetzt. Der
genaue Wirkmechanismus ist noch nicht abschlieRend verstanden. In-Vitro-Studien
konnten eine vermehrte Produktion von Zytokinen (v.a. Interferon (IFN-a), Interleukin-12
(IL-12) und Tumornekrosefaktor (TNF-a)) durch Immunzellen nachweisen. Diese Stimu-
lation wird durch den Toll-like Rezeptor 7 (TLR7) vermittelt. Auerdem soll Imiquimod
die Umwandlung von naiven T-Helferzellen in Th1-Effektorzellen unterstlitzen. Diese
Mechanismen flhren zu einer antiviralen und antitumoralen Wirkung (Stanley 2002).
Topisch appliziert entwickelt sich eine lokale Entziindungsreaktion, welche dann den Tu-
mor zerstdren kann (Schén und Schén 2007).

In einer Studie zeigten 60% der mit Imiquimod behandelten Sarkoide eine komplette
Regression, weitere 20% wurden signifikant kleiner (Nogueira et al. 2006).

In Europa wird es unter dem Handelsnamen Aldara® als 5%ige Creme vertrieben. 3g
der Salbe kosten ungefahr € 100.

Bleomycin
Bleomycin ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Glykopeptide und wird als Zytostati-

kum bei verschiedenen Tumorarten in der Humanmedizin eingesetzt (Blum et al. 1973).
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Aufgrund der schlechten Penetration der Haut von Bleomycin ist eine lokale Anwendung
schwierig (Knottenbelt et al. 2018). In einer aktuellen Studie wurde die Wirksamkeit von
liposomal gebundenem Bleomycin sowohl im Vergleich als auch in Kombination mit 5-
Fluorouracil und Tazarotene (topisches Retinoid) tberprift. Bei einer Monotherapie mit
Bleomycin lag die Erfolgsrate bei 44% und damit héher als bei Monotherapien mit 5-
Fluorouracil (27%) oder Tazarotene (17%). Die besten Ergebnisse erzielten aber die
Kombinationstherapien von Bleomycin mit 5-Fluorouracil (77%) bzw. Tazarotene (78%)
(Knottenbelt et al. 2018).

Mitomycin

Mitomycin ist Antibiotikum, das aufgrund seiner zytotoxischen Effekte als Zytostatikum
in der Onkologie Verwendung findet. In einer Studie konnte durch zwei- bis flinfmalige
intralasionale Injektion von Mitomycin eine 100%ige Regression der periokularen Sar-
koide (n=9) und eine 96%ige Regression der Ubrigen Sarkoide (n=50) erzielt werden.
Die Rezidivrate betrug 0% fur die periokularen und 6% flr die Ubrigen Sarkoide (McKane
und Cooner 2014).

Antivirale Therapie

Aciclovir

Aciclovir ist ein Virostatikum und gehoért zu den Antimetaboliten. Wird es in die DNA
eingebaut, kommt es zum Kettenabbruch und zur Unterbindung der Virusvermehrung.
In der Humanmedizin wird es vor allem zur Behandlung von Herpesviren eingesetzt
(Wagstaff et al. 1994). In einer Studie, bei der 47 Sarkoide mit 5% Aciclovirsalbe Uber 6
Monate behandelt wurden, beobachtete man bei 68% eine komplette Regression des
Tumors und bei den restlichen 32% eine partielle Regression (Stadler et al. 2011). Eine
Doppelblindstudie konnte jedoch keine Wirksamkeit von Aciclovir nachweisen (Hapes-
lagh et al. 2016). Aciclovir kann aus der Humanmedizin umgewidmet werden. Da es in
der VO (EG) Nr. 122/2013 genannt wird, darf es sogar, unter Einhaltung einer Wartezeit
von 6 Monaten, bei Schlachtequiden eingesetzt werden. Aciclovirsalbe kostet etwa € 5

und ist rezeptfrei erhaltlich.

Immuntherapie

Durch Stimulation des Immunsystems sollen Tumorzellen erkannt und zerstort werden.
Dieser Therapieansatz erscheint sinnvoll, da nachgewiesen wurde, dass sowohl die Tu-
morzellen der Equinen Sarkoide als auch infiltrierte T-Zellen FOXP3 exprimieren. Dieser
Transkriptionsfaktor fuhrt moglicherweise zu einer Suppression der effektiven antiviralen

Immunantwort (Wilson und Hicks 2016). Je nach Therapiemethode werden
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unterschiedliche Komponenten des Immunsystems angesprochen. Die Immuntherapie

lasst sich in exogene und endogene Immunstimulantien einteilen.

Exogene Immunstimulantien

BCG

Bacillus Calmette Guérin ist ein abgeschwacht virulenter Stamm des Mycobacterium bo-
vis. Urspringlich als Impfstoff gegen Tuberkulose entwickelt, entdeckte man seine Wirk-
samkeit gegen Harnblasenkarzinome (Jakse et al. 2001). Es wird angenommen, dass
durch eine Blaseninstillation eine lokale Immunreaktion ausgel6st wird, die sich gegen
die entarteten Zellen richtet. Bei der Sarkoidbehandlung wird BCG intratumoral injiziert,
wodurch es zu einer Stimulation der zytotoxischen T-Zellen und der natirlichen Killer-
zellen kommen soll. In histopathologischen Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass nur Tumorzellen nach der Behandlung nekrotisieren (Vanselow et al. 1988). Diese
Behandlung sollte je nach Therapieschema alle 2 bis 4 Wochen wiederholt werden, bis
eine Tumorregression einsetzt. Nebenwirkungen reichen bei dieser Therapiemdglichkeit
von hochgradigen lokalen Entziindungsreaktionen bis hin zu Tod durch anaphylakti-
schen Schock (Taylor und Haldorson 2013). Alternativ kdnnen auch Zellwandbestand-
teile von BCG fur die Therapie genutzt werden. Durch Verwendung einer 6ligen Emul-
sion mit den Zellwandbestandteilen soll die Toxizitat vermindert, die Wirkung aber erhal-
ten bleiben (Yarkoni und Rapp 1979; Dugan 1992). In einer Studie konnten so 100% von
sieben periokularen Sarkoiden erfolgreich behandelt werden (Owen und Jagger 1987).
Eine andere Studie zeigte einen Therapieerfolg bei 59% von 24 behandelten Tumoren.
In dieser Studie verstarb ein Patient wegen eines anaphylaktischen Schocks, trotz Ver-
wendung der Zellwandbestandteile (Vanselow et al. 1988).

In Deutschland ist BCG als Fertigarzneimittel gegen Blasenkarzinome erhaltlich. Eine

Umwidmung ist somit mdglich. Die Kosten flr 50 ml betragen etwa € 180.

XX Terra® /Sarc off®/ Newmarket bloodroot ointment®

Diese Salben haben pflanzliche Inhaltsstoffe (Blutwurz und Zinkoxid). Ihre Wirkung be-
ruht ebenfalls auf einer lokalen Stimulation des Immunsystems. Kontrollierte Studien gibt
es zu dieser Therapiemethode nicht. In einer Studie, in der die Besitzer zum Therapie-
erfolg befragt wurden, zeigte sich bei Sarkoiden bis zu einer Gré3e von 2 cm eine gute
Wirksamkeit mit einer totalen Regression bei 66%. XX Terra® wird in Europa zurzeit
nicht vertrieben, eine Umwidmung des amerikanischen Praparats ist nicht zulassig. Al-
ternativ kann das Newmarket bloodroot ointment® aus England bezogen und umgewid-

met werden. Die Kosten fur 50g betragen etwa € 70.
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Endogene Immunstimulantien

Interleukin 2

Interleukin 2 ist ein Peptidhormon mit dem Beinamen ,T-cell growth factor”. Es wirkt vor
allem auf T-Lymphozyten und regt die de-Novo-Synthese von weiterem IL-2 sowie eine
vermehrte Expression von IL-2-Rezeptoren an. Es fordert auRerdem die Proliferation
von CD4+ und CD8+ T-Zellen und verlangert die Lebensdauer der T-Zellen. Auf natirli-
che Killerzellen wirkt es als Wachstumsfaktor. B-Zellen reagieren mit einer vermehrten
Produktion von Antikérpern.

All diese Mechanismen flihren zu einer Stimulation der spezifischen Tumorimmunitat.
In einer Studie konnte eine therapeutische Wirkung von IL2-Injektionen in Kombination
mit Cisplatin bei 80% der behandelten Sarkoide festgestellt werden (Spoormakers et al.
2003). Humanes IL-2 kann unter dem Namen ,Proleukin“ erworben und umgewidmet
werden. Hier kosten 18 x 10° IE um die € 400.

Vakzination

Impfungen in der Tumortherapie sollen Tumorantigen-spezifische B- und T- Gedachtnis-
zellen stimulieren, ohne die Erkrankung selbst auszuldsen. Der exakte Wirkmechanis-
mus von autologen Impfungen ist jedoch ungeklart (Rothacker et al. 2015). Teile des
Tumors werden reseziert, teilweise aufbereitet und mit Adjuvantien versehen und dann
dem Patienten appliziert. Verdffentlichungen zu dieser Therapie umfassen nur geringe
Fallzahlen (15-21 Patienten), die angegebenen Erfolgsraten liegen zwischen 68 und
80% (Kinnunen et al. 1998; Espy 2008; Rothacker et al. 2015).

Weitere Therapiemoglichkeiten

Viscum album austriacus

Der Extrakt aus dem Europaischen Mistelzweig wurde bereits als begleitende Therapie
in der Humanmedizin bei verschiedenen Tumoren eingesetzt (Horneber et al. 2008). Die
antitumoralen Eigenschaften sind entweder auf die zytotoxischen Effekte eines Lectins
und des Viscotoxins zurlickzufiihren oder auf deren immunmodulierende Eigenschaften
(Mengs et al. 2002; Christen-Clottu et al. 2010). In einer prospektiven, randomisierten
und verblindeten Studie wurden Sarkoide dreimal wochentlich mit viscum album Extrakt
behandelt. Es zeigten 67% der behandelten Sarkoide eine klinische Verbesserung im
Vergleich zu 40% in der Placebogruppe (Christen-Clottu et al. 2010). Unter dem Namen

Iscador® konnen 7 ml fur etwa € 50 erworben werden.
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Photodynamische Therapie

Bei der photodynamischen Therapie werden photosensibilisierende Farbstoffe (Ami-
nolavulinsaure) mit Licht kombiniert und erzeugen so reaktive Sauerstoffverbindungen
und hindern die Mikrovaskularisation von Tumoren (Castano et al. 2002). Der Nachteil
dieses Verfahrens ist die geringe Eindringtiefe von 2mm. In einer Studie konnte die Ef-
fektivitat aber durch Kombination mit Lonidamin, einem Glykolyseinhibitor, erheblich er-
hoéht werden. Der Therapieerfolg, definiert als mindestens 30%ige Reduktion der GroRde,
konnte bei 93% der 27 behandelten Sarkoide festgestellt werden. Der Beobachtungs-

zeitraum lag bei einem Monat (Golding et al. 2017).

4. Interleukin 2 in der Tumortherapie

In den 70er Jahren entdeckte die Arbeitsgruppe von Morgan die wachstumsférdernde
Wirkung von IL-2 auf T-Lymphozyten (Morgan et al. 1976), was zu dem Beinamen ,T
Cell Growthfactor” (T-Zell Wachstumsfaktor) fihrte. Es handelt sich bei IL-2 um ein Pep-
tidhormon, welches vor allem von aktivierten T-Lymphozyten und naturlichen Killerzellen
ausgeschluttet wird. Einer der Haupteffekte ist die de-Novo Synthese von weiterem IL-2
und die Expression von Interleukin-2-Rezeptoren in T-Lymphozyten (Lenardo et al.
1999). So entsteht eine schnelle, selektierte Aktivierung von weiteren T-Lymphozyten.
IL-2 verhindert weiterhin Apoptose in CD4+ und CD8+ Zellen (Miyazaki et al. 1995) und
verandert den Zellmetabolismus, um die Lebensdauer dieser Zellen zu verlangern
(Frauwirth und Thompson 2004). Bei natirlichen Killerzellen stimuliert IL-2 sowohl das
Wachstum (Carson et al. 1997) als auch die Ausschittung weiterer Zytokine, wie TNFa,
INFy sowie GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender Faktor), und er-
héht gemeinsam mit IL-12 die zytotoxische Aktivitat der natlrlichen Killerzellen (Khatri
et al. 1998). 1983 entdeckte Bubenik die wachstumshemmende Wirkung von lokal ap-
pliziertem IL-2 auf Sarkome bei Mausen (Bubenik et al. 1986). Die systemische Gabe
von IL-2 zeigte therapeutische Effekte bei metastasierenden Tumorerkrankungen
(Rosenberg et al. 1985b). Die therapeutische Dosis ist bei der systemischen Gabe je-
doch so hoch, dass es zu starken Nebenwirkungen, wie Hepatotoxizitat, Nephrotoxizitat
und dem Kapillarlecksyndrom, und zum Teil auch zum Tod der Patienten kommen kann
(Rosenberg et al. 1987).

Die antitumoralen Eigenschaften von IL-2 sind auf die oben genannte Aktivierung des

Immunsystems zurlckzuflhren, IL-2 hat selbst keine zytolytischen oder zytotoxischen
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Background - Interleukin (IL)-2 stimulates antitumour immunity and is successfully used for the treatment of
different neoplasias.

Hypothesis/Objectives — Canarypox virus locally expressing feline IL-2 is safe and can be used to treat equine
sarcoids.

Animals - Twenty horses of different breeds with a median age of eight years (interquartile range 6.0-13.3
years) and a total number of 59 sarcoids were included in the study.

Methods - In this prospective clinical trial, sarcoids were injected twice seven days apart, with a recombinant
canarypox virus expressing feline IL-2. Complete blood counts (CBC) and fibrinogen levels were measured before
treatmentand on days 1, 2, 7 and 8.

Results — Complete regression was achieved in eight horses (40%) and partial regression in two horses (10%).
No change in sarcoid size was observed in two horses (10%) and the disease progressed in five horses (25%).
Sarcoids of three horses (15%) showed initial response followed by tumour growth. There were no significant
changes in CBC and fibrinogen levels after either injection. One horse developed a mild fever the day after each
injection, which subsided without treatment the following day.

Conclusions - Treatment of equine sarcoids with recombinant canarypox virus expressing feline IL-2 seems to
be a safe therapy option. Although the expression of IL-2 after vector injection and its biological activity in horses
were not proven in this study, the treatment resulted in regression and partial regression in 50% of the cases.

Further studies are necessary to verify these findings and to establish a treatment protocol.

Introduction

Equine sarcoids are a locally invasive fibroblastic neo-
plasia, which represent 90% of skin tumours in horses.
They occur in six different forms and at specific predilec-
tion sites throughout the body. Sarcoids show a high
recurrence rate after treatment, and failure of treatment
often is followed by more aggressive tumour growth.
Numerous treatment options have been published since
the first description of equine sarcoids in 1936," yet none
have been universally successful.>”” No licensed medica-
tion for the treatment of equine sarcoids is currently avail-
able and, therefore, human medicine or medication
authorized for other species have to be used off-label.
There is a considerable risk for the treating veterinarian
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while using some medicines, such as chemotherapeu-
tics, as a result of their carcinogenic qualities. These cir-
cumstances have fuelled the search for safe and
successful treatment options against equine sarcoids.

A novel focus of cancer research in human medicine is
cancer immunology and the question of how the host's
immune system can be stimulated to recognize and tar-
get tumour cells. Interleukin (IL)-2 is one of the key cytoki-
nes with stimulating effects on the immune system, and
has been approved for systemic treatment of metastatic
renal cell carcinomas and metastatic melanoma in
humans.® As a growth factor, it stimulates the prolifera-
tion of cytotoxic T cells, T-helper (TH) cells (TH-1, TH-2
and TH-17), natural killer cells and lymphokine-activated
killer cells, all of which contribute to antitumour
responses.® Activation of lymphokine-activated killer cells
by equine IL-2 has been demonstrated in horses® and is
known to mediate tumour regression in humans and
horses.® '

IL-2 treatment has been used in human medicine since
1985. A wide variety of different application regimes have
been tested. One of the major concerns of high-dose,
recombinant, systemically injected IL-2 therapy in human
cancer patients is severe adverse effects, including chills,
fever and hypotension. These symptoms are not induced

© 2021 The Authors. Veterinary Dermatology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of the ESVD and ACVD, 32, 283-e77. 283
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial License,
which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited and

is not used for commercial purposes.
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by the IL-2 itself and instead by the IL-2-promoted eleva-
tion of pyrogenic cytokines, such as tumour necrosis fac-
tor (TNF)a.."® Local application systems have been tested,
such as direct subcutaneous or intratumoural injection of
low-dose recombinant IL-2, the use of viral (e.g. canary-
pox virus) or bacterial vectors or plasmid-based delivery
systems, to avoid systemic adverse reactions.'® The
canarypox vector is a promising delivery system as its
safety is well-established and antivector immunity does
not interfere with the efficacy of subsequent injections.
This delivery system is, therefore, successfully used in
human patients with cutaneous metastasis of mela-
noma."” Locally applied IL-2 has been used in veterinary
medicine to prevent the recurrence of feline fibrosarco-
mas after surgical resection.'®'® Feline fibrosarcomas
show similarities to equine sarcoids and have a high
recurrence rate. Injections into the tumour bed of feline
fibrosarcomas with canary poxvirus expressing feline 1L-2
(Oncept IL-2, drug approval no. EU/2/13/150/001, Merial;
Lyon, France) reduced the recurrence rate after surgical
resection.’® The published genetic sequences of feline
and equine IL-2 show an homogeneity of 76%.

We investigated the safety of the application of canary-
pox virus expressing feline IL-2 in healthy horses in this
prospective clinical trial. Thereafter, we evaluated the effi-
cacy of the product to treat equine sarcoids.

Methods and materials

Ethics approval and consent to participate

The study was approved by the State Office of Health and Social
Affairs Berlin (LaGeSo), sampling of control horses was approved
(ref. no. G0220/18). The owners gave permission to include their
horses in the study.

Safety study
Four clinic-owned horses (three mares, one gelding) with unremark-
able clinical and dermatological examinations were included in the
study. They were aged between five and 25 years (mean 16 + 8.9
years) with a mean body weight of 489 + 87 kg. Two of the horses
were Arabians and two were Standardbreds. Each horse was injected
twice, seven days apart, with Oncept IL-2 (lyophilizate + manufac-
turer’s solvent) and with the manufacturer’s solvent only as a control
at two different sites. Injections were performed subcutaneously on
the same side of the neck, >8 cm apart. The lyophilizate contained
feline IL-2 recombinant canarypox virus (vCP1338) > 10%C EAIDg,
(ELISA infectious dose 50%) as the active substance, with sucrose,
collagen hydrolysate, casein hydrolysate, sodium chloride, disodium
phosphate dihydrate and potassium dihydrogen phosphate as excipi-
ents. Water was the solvent for injections. Clinical and dermatological
examinations were performed before treatment [Day (D)0] and
repeated daily (D1-D14). Skin biopsies were taken with a 4 mm
biopsy punch (Dermal Biopsy Punch, WDT; Garbsen, Germany). They
were formalin-fixed, bisected and paraffin-embedded. Paraffin sec-
tions were cut and stained with haematoxylin & eosin. A board-certi-
fied pathologist analysed the tissue sections for any aberrations. Skin
biopsy 1 was taken on DO from healthy, untreated skin. The first sub-
cutaneous injections of Oncept IL-2 (Location A1) and solvent only
(control, Location B1) were performed on DO after the first biopsy
was taken. The second subcutaneous injections with Oncept IL-2
(Location A2) and solvent only (Location B2) were performed on D7.
Biopsies 2 and 3 were collected from each injection site five days
after injection. All biopsy wounds were closed with staples.

In addition, CBC and fibrinogen levels were determined before the
first treatment (DO) and on D1, D2, D5, D7, D8 and D12. The CBC

were performed from ethylenediaminetetraacetic acid blood samples
(VetScan HM 5, Abaxis Europe GmbH; Griesheim, Germany); fibrino-
gen levels were measured in heparinized blood samples (Coagulome-
ter nach Schnitger und Gross, ABW Medizin und Technik GmbH;
Lemgo, Germany).

Clinical trial

Horses. Twenty client-owned horses with clinically suspected sar-
coids were recruited from the patient pool for this study. Horses
were excluded from the study if they had systemic disease, sarcoids
exceeding 10 x 10 cm, or if the clients were unable to document the
development of the sarcoids after discharge from the clinic. Age, sex
and breed of the horses enrolled can be seen in Table 1. Patient his-
tory and clinical examination results were obtained on admission to
the clinic.

Sarcoids. The number, location, type and size of the sarcoids in all
horses were recorded before the initiation of treatment. Sarcoids
were confirmed in all cases by histological examination of a 2 mm
punch biopsy taken from one sarcoid per case on the day of first
treatment. Biopsy wounds were left untreated. Sarcoid type and
locations are listed in Table 2; the location regions are depicted in
Table 2.

Treatment

A maximum dose of three vials per horse (equalling a maximum of
three sarcoids treated) were used. If horses had more than three sar-
coids, the owners could choose which three sarcoids should be trea-
ted. Horses were sedated with detomidine (20-40 pgkg BW
intravenous, Cepesedan, CP Pharma; Burgdorf, Germany) and butor-
phanol (0.1 mg/kg BW i.v., Dolorex, MSD Animal Health; Unter-
schleiRheim, Germany) if necessary. The surrounding area of the
sarcoid was clipped as necessary. The skin was disinfected with alco-
hol swabs before injection. Horses received intratumoural treatment
on D1 and D7 with a dose of >105° EAIDs, Oncept IL-2/mL (= one
commercially available vial). Horses were observed for approximately
15 min post-treatment for any immediate local or generalized
adverse reactions.

Additional examinations

Vital signs were obtained daily for eight days. The CBC (VetScan
HMS5, Abaxis Europe GmbH) and fibrinogen levels (Coagulometer
nach Schnitger und Gross, ABW Medizin und Technik GmbH) were
determined in-house before treatment and on D1, D2, D7 and D8. All
sarcoids were photographed and measured (width and length) by
two independent observers with a Vernier caliper on arrival and again
before discharge from the clinic. The mean value of the measures
was calculated each time. The horses were discharged from the
clinic one day after the second treatment. Horse owners pho-
tographed and measured sarcoids at home once a week until eight
weeks after the last treatment and then once a month until the end
of the observation period (ranging from 22 to 40 months).

Statistics
Statistical analyses were carried out using SPSS StaTisTics v24 (IBM;
Endicott, NY, USA). Descriptions included frequencies for categorical
variables and means, medians, standard deviations and interquartile
ranges for continuous data. Outcomes were categorized as binary
variables. The first group comprised sarcoids that fully regressed
(complete regression, CR) or partially responded by >50% (partial
response, PR). The second group included those that were not
reduced at all or by <60% (stable disease, SD), showed tumour
growth (progression of disease, PD) or recurrence of tumour (RT)
(Figure 1).2°

The binary variables were used as dependent variable in two multi-
variable mixed logistic regression models. The SD group was used as
a reference group. The one sarcoid of fibroblastic type was excluded
from the model. Some horses had more than one sarcoid and, there-
fore, animal IDs were included as random factors in the model, while
location (reference: head), size (reference: 40-80 cm?), type

284 ©2021 The Authors. Veterinary Dermatology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of the ESVD and ACVD, 32, 283-e77.
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Table 1. Animals in this study, types and number of sarcoids, and results.

IL-2 for treatment of equine sarcoids

Breed Age (years) Sex Number of sarcoids Types of sarcoids Result
1 Warmblood 8 Gelding 2 0o,V CR
2 Warmblood 7 Mare 3 0o,V RT
3 Warmblood 5 Gelding 6 O,V,N CR
4 Pony 11 Mare 1 N RT
5 Pony 6 Gelding 1 (0] PR
6 Noriker 10 Gelding 11 \ CR
7 Warmblood 17 Mare 1 N CR
8 Warmblood 8 Gelding 1 (6] PD
9 Warmblood 18 Mare 3 V, N PR
10 Warmblood 8 Gelding 1 V SD
11 Quarter horse 2 Gelding 1 (0] PD
12 Haflinger 22 Gelding 4 N PD
13 Warmblood 6 Gelding 2 O,N CR
14 Quarter horse 10 Mare 4 Vv ST
15 Pony 7 Mare 2 O,N CR
16 Pony 6 Gelding 3 N PD
17 Warmblood 20 Mare 2 O,N PD
18 Tinker 11 Gelding 13 V, N, F CR
19 Warmblood 4 Gelding 1 N RT
20 Warmblood 14 Mare 8 o,V CR

F fibroblastic; O occult sarcoid; V verrucous; CR complete regression PD progression of disease; PR partial regression; RT recurrence of tumour;

SD stable disease

Table 2. Locations and types of sarcoids found on the horses in this study

Region 1: Head
Region 2: Torso

Region 3: Genital
region /perineum

Region 4: Legs

Location Number Type of sarcoid Number
Region 1 Head 18 Occult 14
Region 2 Torso 23 Verrucous 24
Region 3 Genital region /perineum 13 Fibroblastic 1
Region 4 Legs 5 Mixed 0
Nodular 20
Malevolent 0
Total 59 Total 59
(reference: occult) and treatment (reference: no treatment) served as R It
fixed factors. One model was fitted for all sarcoids and a second esults
model included only those sarcoids that were treated in order to addi- Safety study

tionally investigate the influence of follow-up time. All factors were
included in the model in a single step, and no selection process was
carried out. Interactions between variables could not be included in
the models owing to the small number of observations. Odds ratios
(OR) and 95% confidence intervals (95% ClI) are presented in the
text. The significance level was set at P < 0.05 (Table S1).

© 2021 The Authors. Veterinary Dermatology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of the ESVD and ACVD, 32, 283-e77.

All horses were clinically and dermatologically healthy
before treatment (D0). Horse 3 showed a mild leukopenia
on DO (4.8 x 10%/uL; reference range 5-10 x 10°/uL).
None of the horses showed any pathological changes in
the clinical examination after the first or second
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Figure 1. Example pictures of equine sarcoid and responses to recombinant canarypox virus expressing feline interleukin (IL)-2 treatment. PD,

progressive disease; PR, partial response; CR, complete regression.

treatment. Horse 4 had a mild leukocytosis after the first
treatment (D2; 10.9 x 10%uL; reference range 5-
10 x 10%/uL), which resolved by D5. The CBC and fibrino-
gen levels remained within the reference ranges in all
horses after the second treatment. Horse 2 showed mild
oedema at all four injection sites on D2 which resolved
the next day. None of the other horses showed reactions
at the injection sites. Horse 3 showed mild signs of
inflammation (mild swelling and exudation) at all biopsy
sites. In conclusion, none of the horses showed

significant adverse effects after two treatments with
Oncept IL-2.

The main findings of the histopathological examination
were moderate to severe, diffuse perivascular lympho-
plasmacellular dermatitis and panniculitis with mild
oedema at all sites treated (A1 and A2). Biopsy A2 from
Horse 4 additionally showed a moderate infiltration of
eosinophilic granulocytes. Histopathological examinations
of biopsy 1 (DO, before treatment) and control locations
(B1 and B2) yielded no abnormal findings.

286 © 2021 The Authors. Veterinary Dermatology published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of the ESVD and ACVD, 32, 283-e77.
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Clinical trial

Twenty horses with a total number of 59 sarcoids com-
pleted treatment and finished the trial. The number of sar-
coids per horse ranged from one to 13. Nine of 59
sarcoids had received other treatments previously with-
out success. One horse developed an upper airway infec-
tion after the first injection and was subsequently
withdrawn before completing the trial. The mean obser-
vation period was 30 months (range 22-40 months).

A total of 38 sarcoids were treated in 20 horses, and
one sarcoid of each horse was biopsied without signs of
inflammation or complications of wound healing at the
biopsy site. Treatment with Oncept IL-2 was well-toler-
ated by all horses. None of the horses showed haemato-
logical parameters outside the physiological range at any
time point. Furthermore, all measured blood parameters
were within the reference ranges before and one day
after treatment. One horse developed mild fever the day
after the first treatment which subsided the following day
without requiring therapy.

Complete regression of all sarcoids, including those
that had not been treated, was achieved in eight horses
(40%) and PR in two horses (10%). Sarcoids did not
change in size in two horses (10%), and the disease pro-
gressed in five horses (25%). Sarcoids showed response
in three horses (15%) initially and then progressed again.

A total of 25% (n = 5) of the sarcoids injected with IL-2
progressed, whereas 10% (n = 2) did not change in size.
In 10% (n = 2) of treated sarcoids PR was achieved in
10% (n = 2) of sarcoids treated and CR in 40%. A total of
15% (n = 3) of the treated sarcoids responded to treat-
ment initially and then progressed again.

When the sarcoids that were not injected are included,
then 16.95% of sarcoids (n = 10) progressed, 3.95%
(n = 2) remained stable in size and PR was achieved in
3.95% (n = 2). A majority of 67.8% (n = 40) of sarcoids
showed CR and 8.47 % (n = b5) of sarcoids recurred. Of
the 67.8% of sarcoids that showed CR, regression
started after a median time of 30.4 + 5.4 weeks (Table 3).

Treatment proved to have a major impact on the proba-
bility of a reduction of >60% (P < 0.001) in the multivari-
able mixed logistic regression model including all

IL-2 for treatment of equine sarcoids

sarcoids. Neither location (P = 0.334), size (P = 0.828)
nor type (P = 0.342) played a major role. The classification
of the model reached 100% and, thus, all observations
were classified correctly by the model. This is a sign of
possible overfitting of the model. The covariance analysis
revealed that 88% of the variance was due to variance
between horses. This means that individual effects
played a major role in the probability of a reduction of
50% of the sarcoids treated.

The multivariable mixed logistic regression model
including only sarcoids treated showed that the follow-up
time point of six months had the highest impact on the
probability of a reduction of >60% (P = 0.066). The OR of
66.3 was extremely high and also had a large 95% CI
(0.660-6648.1). Reduction was not strongly related to
sarcoid location, with legs having the highest chance of
reduction [OR 3.3 (95% Cl: 0-27.690) compared to head]
and core having the lowest chance [OR 0.085 (95% CI: 0—
16.1) compared to head]. Sarcoids of the nodular type
had the lowest chance of reduction, while verrucous sar-
coids were more often reduced by >50%; the longer the
observation period, the smaller the chance for reduction
by >50%. The classification of the model reached 100%,
so that all observations were classified correctly by the
model. More than 90% of the variance was the result of
variance between horses.

Discussion

Only mild local adverse effects and mild leukocytosis
occurred in one horse after subcutaneous injection of
Oncept IL-2 in the initial safety study with four healthy
horses. In the prospective clinical study with 20 horses
none of the horses with equine sarcoids showed signifi-
cant adverse effects after intratumoural treatment. The
canarypox vector generally has been found to be a safe
delivery system. Systemic adverse effects after Oncept-
IL 2 application have occurred rarely in cats and included
transient apathy and fever.'®

The canarypox vector has been used in horses previ-
ously and shows high biosafety because it is nonreplica-
tive in mammalians, and genetically and physically
stable.?" It is, however, not certain whether the vector

Table 3. Results for 59 sarcoids from 20 horses (38 sarcoids from 20 horses were treated with recombinant poxviruses expressing feline inter-

leukin-2; 21 sarcoids remained untreated) (n = 59) in %.

80 67.8
60 50
40
40
25
20
5.26 3,39
0
CR PR

M Results in patients

0 5.26 3,39

M Results of treated sarcoids

26.32
6.95 15
13.16&47
SD PD RT

Results of all sarcoids (treated and untreated)

In Results in patients, the least responsive tumor of a patient was considered the overall result for evaluation.
PD, Progressive disease; SD, stable disease; PR, Partial regression; CR, Complete regression; RT, recurrence of tumor.
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designed for cats actually induces expression of IL-2 in
horses. Further in-depth studies on the effects of feline
IL-2 on the equine immune system are needed.

Short- and long-term adverse effects of local treatment
with human IL-2 also have been described in horses.
They varied from tenderness and erythema at the injec-
tion site to slight oedema and localized swelling.® The
combination of cisplatin and human IL-2, however,
showed less severe adverse effects than generally seen
after treatment with Bacillus Calmette-Guérin (BCG) or
repeated cisplatin injections.® Additional advantages of
Oncept IL-2 treatments are that the drug is safe to handle
for humans due to the low biological activity of feline IL-2
in humans,?? and that it is a licensed veterinary product in
Europe.

A reduction in tumour size or complete resolution of
the tumour after treatment with Oncept IL-2 occurred in
50% of the injected and 68% of all sarcoids in the present
clinical study. Note that complete resolution was defined
as no visible signs of tumour and/or skin alterations, and
that biopsies were not repeated to confirm the resolution
of the sarcoid. Better treatment results in horses with
more than one sarcoid have been reported in the litera-
ture® with concomitant tumour rejection and/or systemic
immunity after IL-2 therapy as possible explanations. It is
possible that a systemic effect is induced by feline 1L-2,
as described for other immunostimulating treatments and
cryosurgery.?® One study showed that the odds of treat-
ment failure were significantly lower for a sarcoid on a
patient that received concurrent immunostimulating treat-
ment (cryosurgery, BCG vaccine injection or imiquimod
application). This would suggest that the immune system
plays a considerable role in sarcoid treatment.?® The influ-
ence of the horses’ immune system in the aetiology of
equine sarcoids is not yet completely understood and
there might be differences in systemic immune reactions
in horses with multiple sarcoids that lead to a changed
responsiveness to IL-2 in these horses. Further studies
are necessary to examine whether local intratumoural
injections of Oncept IL-2 or a systemic parenteral applica-
tion of IL-2 are more beneficial.

It also is possible that horses showed spontaneous
remission during the study, as has been reported in equine
sarcoids.?* One major limitation of the present study is,
therefore, the missing untreated control group. The inclu-
sion of a negative control group was initially planned. All
horses in this study were client-owned and placebo treat-
ment, especially after performing a biopsy, resulted in low
owner compliance. Therefore, no negative control group
was included in the study. Two previous studies showed
tumour size reductions or resolution in untreated control
groups of 14%2% and 16%.%%. In another study, sponta-
neous remission was observed in <62% of horses during
an observation period of five to seven years.?’

A previous study on local treatment of equine sarcoids
with human IL-2 reported a >60% size reduction or com-
plete tumour regression after six months in four of 11
(36%) cases (IL-2 treatment alone intratumourally for five
days, high dose), five of 10 (50%) cases (IL-2 treatment
alone intratumourally for ten days, low dose) and in nine
of 15 (60%) cases (IL-2 treatment combined with cis-
platin).® Sarcoid types were comparable between the

study mentioned above and our study. A reason for the
slight difference in results could be the use of feline IL-2
and the different treatment regimes. The human IL-2
used in the other study® shows a homology with equine
IL-2 of 72%, whereas feline IL-2 used in our study shows
a slightly greater homology of 76%.

One disadvantage of the treatment with Oncept [L-2
was the long delay observed between the first injection
and the beginning of tumour remission in the present
study. Of the 68% of sarcoids that did show remission
after 23 months, remission started after a median time of
30.4 + 5.4 weeks. It is, therefore, not possible to say
with certainty that remission was a consequence of the
treatment as different ways and lag times of tumour
regression after IL-2 treatment have been described in
human patients and ruminants. An immediate regression
has been described in which the tumour resolves within a
few days. This is probably due to reduced blood flow to
the tumour and subsequen necrosis.?®2° A slower
regression (up to one year) was observed in bovine ocular
squamous cell carcinoma®®®! and equine sarcoids.® In
the latter study, histological changes in tumours 10-15
days after the last IL-2 treatment revealed a lymphocytic-
plasma cellular infiltration that is seen as a late-change
phenomenon.®

Oncept IL-2 is used in cats to prevent the recurrence of
fibrosarcomas after surgical removal, and six treatments
in a seven day interval are indicated.’® The dosage and
the seven day treatment interval for this pilot study were
in accordance with the regime used in cats. However,
more than two treatments may increase the efficacy in
equine patients, and further examinations are necessary
to establish the best treatment regime in horses.

In summary, in this clinical pilot study, the treatment of
equine sarcoids with canarypox virus locally expressing
IL-2 was easy and safe for both user and horse. Equine
sarcoids injected with canarypox virus expressing feline
IL-2 showed a reduction in tumour size or a complete
remission of the tumour in 50% of cases. Further studies
are necessary to research vector and feline IL-2 effects in
horses, establish an optimal treatment regime for equines
and verify the results in a larger population of patients.
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Résumeé

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article.
Table S1. Multivariable mixed logistic regression models.

Contexte — L'interleukine (IL)-2 stimule I'immunité anti-tumorale et est efficacement utilisée pour le traite-
ment de différentes néoplasies.

Hypotheses/Objectifs — Canarypoxvirus exprimant localement IL-2 félin est sir et peut étre utilisé pour
traiter les sarcoides équins.

Sujets - Vingt chevaux de différentes races avec un age médian de huit ans (écart interquartille de 6.0-
13.3 ans) et un nombre total de 59 sarcoides ont été inclus dans I'étude.

Méthodes - Dans cette étude clinique prospective, les sarcoides ont été injectés deux fois a sept jours
d'intervalle avec un canarypoxvirus recombinant exprimant IL-2 félin. Une formule sanguine (CBC) et les
taux de fibrinogénes ont été mesurés avant traitement et a jours 1, 3, 7 et 8.

Résultats — Une régression compléte a été obtenue pour huit chevaux (40%) et une régression partielle
pour deux chevaux (10%). Aucun changement de taille des sarcoides n'a été observé pour deux chevaux
(10%) et la maladie s'est aggravée pour cing chevaux (25%). Les sarcoides de trois chevaux (15%) ont
montré une réponse initiale puis une croissance de la tumeur. Il n'y avait pas de changement significatif
dans le CBC et les taux de fibrinogénes apres chacune des injections. Un cheval a développé une fievre
modérée le jour aprés chaque injection, qui disparaissait sans traitement le jour suivant.

Conclusions - Le traitement des sarcoides équins avec canarypoxvirus exprimant IL-2 félin semble étre
une option thérapeutique sure. Bien que I'expression d’IL-2 aprés injection du vecteur et son activité biolo-
gique chez les chevaux n'aient pas été prouvées dans cette étude, le traitement résultaient en une
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régression et une régression partielle dans 50% des cas. D'autres études sont nécessaires pour vérifier
ces données et pour établir un protocole thérapeutique.

Resumen

Introduccion - la interleuquina 2 (IL-2) estimula la inmunidad antitumoral y se utiliza con éxito para el trata-
miento de diferentes neoplasias.

Hipotesis/Objetivos — El poxvirus de canarios que expresa localmente IL-2 felina es seguro y puede
usarse para tratar sarcoides equinos.

Animales - se incluyeron en el estudio veinte caballos de diferentes razas con una mediana de edad de
ocho anos (rango intercuartilico 6,0-13,3 anos) y un total de 59 sarcoides.

Meétodos - en este ensayo clinico prospectivo, se inyectaron sarcoides dos veces con siete dias de dife-
rencia, con un poxvirus de canarios recombinante que expresaba IL-2 felina. Se midieron los recuentos san-
guineos completos (CBC) y los niveles de fibrindgeno antes del tratamientoy en los dias 1, 2, 7y 8.
Resultados - se logré una regresion completa en ocho caballos (40%) y una regresién parcial en dos caba-
llos (10%). No se observé ningln cambio en el tamano del sarcoide en dos caballos (10%) y la enfermedad
progresé en cinco caballos (25%). Los sarcoides de tres caballos (15%) mostraron una respuesta inicial
seguida de crecimiento tumoral. No hubo cambios significativos en los niveles de CBC vy fibrindgeno
después de cualquiera de las inyecciones. Un caballo desarrollé una fiebre leve al dia siguiente de cada
inyeccion, que remitié sin tratamiento al dia siguiente.

Conclusiones - El tratamiento de los sarcoides equinos con el poxvirus de canarios recombinante que
expresa IL-2 felina parece ser una opciodn terapéutica segura. Aunque la expresién de IL-2 después de la
inyeccion del vector y su actividad bioldgica en caballos no se probaron en este estudio, el tratamiento
resultd en regresion y regresion parcial en el 50% de los casos. Se necesitan mas estudios para verificar
estos hallazgos y establecer un protocolo de tratamiento.

Zusammenfassung

Hintergrund - Interleukin (IL)-2 stimuliert die Antitumor Immunitat und wird erfolgreich zur Behandlung
verschiedener Neoplasien eingesetzt.

Hypothese/Ziele — Das Kanarienpoxvirus, welches lokal felines IL-2 exprimiert ist sicher und kann verwen-
det werden, um equine Sarkoide zu behandeln.

Tiere — Es wurden zwanzig Pferde verschiedener Rassen mit einem medianen Alter von acht Jahren (Inter-
quartilsabstand 6,0-13,3 Jahre) und insgesamt 59 Sarkoide in die Studie aufgenommen.

Methoden - Eine vollige Remission wurde bei acht Pferden (40%) erzielt und eine partiale Remission bei
zwei Pferden (10%). Es konnte bei zwei Pferden keine Veranderung der SarkoidgroRe beobachtet werden
(10%) und bei funf Pferden verlief die Erkrankung progressiv (25%). Die Sarkoide von drei Pferden (15%)
zeigten anfangs eine Verbesserung, gefolgt von vermehrtem Tumorwachstum. Es gab nach der jeweiligen
Injektion keine signifikanten Veranderungen bei Blutbild und Fibrinogenwerten. Ein Pferd hatte am Tag
nach jeder Injektion ein mildes Fieber, welches ohne Behandlung am darauffolgenden Tag wieder ver-
schwand.

Schlussfolgerungen - Eine Behandlung equiner Sarkoide mit rekombinantem Poxvirus, welches felines
IL-2 exprimiert, scheint eine sichere Therapieoption darzustellen. Obwohl die Exprimierung von IL-2 nach
einer Vektorinjektion und seine biologische Aktivitat bei Pferden in dieser Studie nicht bestatigt werden
konnten, resultierte die Behandlung ini 50% der Falle in einer volligen bzw partialen Regression. Es sind
weitere Studien notig, um diese Befunde zu verifizieren und um ein Behandlungsprotokoll zu erstellen.
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Resumo

Contexto — A interleucina (IL)-2 estimula a imunidade antitumoral e é utilizada com sucesso no tratamento
de diferentes neoplasias.

Hipotese/Objetivos — O virus canarypox que expressa IL-2 felina localmente é seguro e pode ser usado
para tratar sarcéides equinos.

Animais - Vinte cavalos de ragas diferentes com idade mediana de oito anos (intervalo interquartil 6,0-13,3
anos) e um ndmero total de 59 sarcoides foram incluidos no estudo.

Métodos - Neste ensaio clinico prospectivo, o virus canarypox recombinante expressando IL-2 felina foi
injetado nos sarcoides duas vezes em um intervalo de sete dias. Hemogramas completos (HM) e niveis de
fibrinogénio foram mensurados antes do tratamento e nos dias 1,2, 7 e 8.

Resultados - Regressao completa foi obtida em oito cavalos (40%) e regressao parcial em dois cavalos
(10%). Nenhuma mudanga no tamanho do sarcdide foi observada em dois cavalos (10%) e a doenca pro-
grediu em cinco cavalos (25%). Os sarcoides de trés cavalos (15%) apresentaram boa resposta inicial
seguida de crescimento do tumor. Nao houve alteragoes significativas no hemograma e nos niveis de fibri-
nogénio apds qualquer injegao. Um cavalo apresentou febre moderada no dia seguinte de cada injegao,
que cedeu sem tratamento em um dia.

Conclusoes - O tratamento de sarcéides equinos com virus canarypox recombinante que expressa |IL-2
felina parece ser uma opgao de terapia segura. Embora a expressao de |L-2 apds a injegao do vetor e sua
atividade biolégica em equinos nao tenham sido comprovadas neste estudo, o tratamento resultou em
regressao e regressao parcial em 50% dos casos. Mais estudos sao necessarios para verificar esses acha-
dos e se estabelecer um protocolo de tratamento.
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