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Einleitung

1 Einleitung

Krebserkrankungen sind nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die
zweithaufigste Ursache fur Todesfalle in Deutschland. Etwa jeder vierte Mensch
verstirbt in Folge einer bosartigen Neubildung.(19) Das Risiko eines Mannes, im
Laufe seines Lebens an Krebs zu erkranken, betragt fast 50%; bei Frauen liegt
dieser Anteil mit 38% nur unwesentlich niedriger. Grob geschatzt verstirbt etwa die
Halfte der betroffenen Personen an ihrer Neoplasie.(72)

Aus diesen Zahlen ist die individuelle und volkswirtschaftliche Bedeutung von
Krebserkrankungen ersichtlich. Die Uberwiegende Mehrheit der Patienten leidet
dabei an Karzinomen zum Beispiel der Prostata, der Atemwege, des Darms oder der
Brust.(72) Im Vergleich zu diesen Erkrankungen ist die Inzidenz von
Weichteilsarkomen, deren Therapie Gegenstand dieser Arbeit ist, sehr niedrig. Die
Versorgung von Patienten mit derart seltenen Erkrankungen wird allerdings dadurch
erschwert, dass die Definition von Therapiestandards aufgrund geringer Fallzahlen
sehr aufwendig ist.

Die vorliegende Arbeit versucht durch die Analyse und Bewertung eines in der
Therapie von Weichteilsarkomen zur Anwendung kommenden Therapieprotokolls,
bestehend aus Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid in Kombination mit regionaler
Hyperthermie, einen Beitrag zur Verbesserung der Versorgung dieser Patienten zu
leisten. Durch Erhebung von Daten zur Funktion des Immunsystems bei Patienten
mit Weichteilsarkom, im Speziellen zur Funktion der NK-Zellen, sollen zudem

mogliche neue Therapieansatze identifiziert werden.

1.1 Weichteilsarkome

Im Rahmen dieser Arbeit werden klinische Daten von Patienten ausgewertet, die
aufgrund der Diagnose eines Weichteilsarkoms in einer Zweitlinientherapie
behandelt wurden, also aufgrund eines Rezidivs nach Erstlinientherapie oder bei
Progress der Erkrankung wahrend dieser Erstlinientherapie. In den folgenden
Abschnitten werden Grundlagen, Diagnose und Therapie von Weichteilsarkomen

dargestellt.
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111 Grundlagen

Weichteilsarkome (soft tissue sarcoma, STS) sind seltene maligne Tumoren, die
ihren Ursprung — im Gegensatz zu Karzinomen — in Strukturen des Bindegewebes
haben. Dabei werden als Bindegewebe nicht-epitheliale extraskelettale Strukturen
definiert, die auf das embryonale Mesoderm und das Neuroektoderm zurickgehen.
STS nehmen ihren Ausgang haufig in Muskeln, Fett und skelettassoziiertem
Stutzgewebe und treten in ca. 60% aller Falle im Bereich der Extremitaten, sowie
ebenfalls haufig im Bereich des Retroperitoneums auf.(22, 26)

Mit einer jahrlichen Inzidenz von etwa vier Neuerkrankungen pro 100.000
Erwachsene in Europa (38, 117) machen Weichteilsarkome nur 1% aller
Krebsneuerkrankungen aus. Benigne Tumore des Weichteilgewebes, insbesondere
Lipome, sind um den Faktor 100 haufiger als maligne Erkrankungen. Abgesehen von
Ausnahmen wie embryonalen Rhabdomyosarkomen, die nahezu ausschlie3lich in
der Kindheit auftreten, oder Synovialsarkomen, die am haufigsten bei jungen
Erwachsenen nachzuweisen sind, handelt es sich in der Uberwiegenden Anzahl der
Falle um Erkrankungen des fortgeschrittenen Lebensalters, mit einem
Erkrankungsgipfel im Bereich des 65. Lebensjahres.(22)

In einer Analyse von Zahm und Fraumeni aus dem Jahr 1997 (210) zeigte sich eine
zunehmende Inzidenz von STS im Verlauf der 2. Halfte des 20. Jahrhunderts, die
sich in anderen Analysen jedoch nicht bestatigen lie?.(149) Eine mogliche Erklarung
fur diese diskordanten Ergebnisse ist eine unzureichende Beachtung der deutlich
zunehmenden Haufigkeit von Kaposi-Sarkomen in der Arbeit von Zahm et al., die in
Zusammenhang mit der weltweiten Zunahme von HIV-Infektionen und AIDS zu
sehen ist. Aufgrund der von anderen Weichteilsarkomen deutlich abweichenden
Atiologie und Therapie der Erkrankung wird auf Kaposi-Sarkome in dieser Arbeit
nicht néher eingegangen.

In der uUberwiegenden Mehrzahl der Erkrankungsfalle sind fur STS keine
auslosenden Faktoren zu identifizieren. Exposition gegenuber verschiedenen
Chemikalien, insbesondere Herbizide und Dioxin, wurde jedoch mit einer erhdhten
Wahrscheinlichkeit einer STS-Erkrankung assoziiert.(40) Aul3erdem erhoht die
Durchfuhrung einer Strahlentherapie das Risiko einer Weichteilsarkom-Entstehung
im Bestrahlungsgebiet, mit einer Latenz von durchschnittlich acht bis zehn

Jahren.(22, 148) Unabhangig davon ist das langjahrige Bestehen eines
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Lymphédems, zum Beispiel nach Mastektomie und Lymphnodektomie, ein
Risikofaktor fur die Entstehung eines Lymphangiosarkoms (Stewart-Treves-
Syndrom).(160)

Auch genetische Einflisse sind in der Atiologie von Weichteilsarkomen von
Bedeutung. Krebserkrankungen in der Familienanamnese erhdhen die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von STS. Als Hinweis auf die Bedeutung von
DNA-Reparaturmechanismen in der Atiologie von STS konnten Berwick et al. zeigen,
dass bei Patienten mit Weichteilsarkomen im Vergleich zu gesunden Individuen die
mutagene Wirkung von Bleomycin signifikant erhoht ist.(8) Daruber hinaus gehen
Erkrankungen wie das Li-Fraumeni-Syndrom mit einer ausgepragten Erhdhung des
Erkrankungsrisikos fur verschiedene maligne Erkrankungen, unter anderem von
STS, einher.(73) Patienten mit hereditarer Neurofibromatose weisen ebenfalls ein
erhohtes Risiko  fur  die Entwicklung von malignen peripheren
Nervenscheidentumoren auf.(22) Dennoch lasst sich in der Uberwiegenden Zahl der
Patienten kein singularer verursachender Faktor fur die Entstehung eines
Weichteilsarkoms erkennen.

Patienten mit Weichteilsarkomen stellen sich haufig erst spat im Verlauf der
Erkrankung vor. Eine typische Symptomatik existiert, ahnlich wie bei vielen anderen
onkologischen Erkrankungen, nicht. Bei Lokalisation des Sarkoms im Bereich der
Extremitaten berichten betroffene Patienten Uber progrediente, nicht schmerzhafte
Schwellungen, deren  Wachstumsgeschwindigkeit in  Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad variiert. Im Falle einer langsamen Progredienz der Erkrankung
sind Verwechslungen mit benignen Lasionen haufig und kdnnen zu einer verspateten
adaquaten Therapie der Erkrankung fuhren.(171) Insbesondere Weichteilsarkome
des Retroperitoneums und des Oberschenkels kdnnen Durchmesser im Bereich von
10-20 cm erreichen, bevor spezifische Symptome wie zum Beispiel Parasthesien,
Defakations- und Miktionsunregelmafigkeiten auftreten, die sich dann meist durch
eine Druckerhéhung im entsprechenden Kompartiment erklaren.(26)

Nach Diagnosestellung einer Weichteilgewebsvermehrung, insbesondere bei
nachgewiesener GroRenprogredienz, muss eine histologische Abklarung der Dignitat
der Raumforderung erfolgen. Diese erfolgt im Bereich der Extremitaten Ublicherweise
mittels Biopsie. Bei retroperitonealen Raumforderungen sollte unter Umstanden bei

STS-verdachtiger Morphologie in der bildgebenden Untersuchung auf die bioptische
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Abklarung verzichtet und eine vollstandige Resektion des Tumors angestrebt
werden.(26) Der Nachweis von Malignitat erfordert die Durchfihrung von
Staginguntersuchungen, die ublicherweise Computertomographie-Untersuchungen
des Thorax und des Abdomens umfassen. Bei Lokalisation des Tumors im Bereich
der Extremitaten erfolgt dartber hinaus auch eine Bildgebung des entsprechenden
Areals mittels Magnetresonanztomographie. Der Einsatz von kombinierten
nuklearmedizinischen und bildgebenden Verfahren wie Positronenemissions-
tomographie/Computertomographie (PET/CT) ist bei Patienten mit STS
moglicherweise vorteilhaft, da die Evaluation eines Tumoransprechens mittels
PET/CT eine bessere Einschatzung des histopathologischen Ansprechens erlaubt
als die Anwendung bildgebender Verfahren alleine.(41) Dies ist insbesondere bei
Anwendung von neoadjuvanten Therapieschemata zur frihzeitigen Einschatzung
des Therapieerfolges von Bedeutung.(7)

Der Terminus ,Weichteilsarkom® ist ein Sammelbegriff fur eine ganze Reihe von
histologischen Subentitaten. So umfasst die Gruppe der Weichteilsarkome in der
WHO-KIlassifikation fur Tumore des Weichteilgewebes und des Knochens etwa 50
spezifische histologische Diagnosen.(22) Dabei erfolgt die Einteilung Ublicherweise in
Anlehnung an das Ursprungsgewebe, das die grofte Ahnlichkeit zum vorgefundenen
Tumor aufweist. Hieraus resultiert eine Einteilung in adipozytische, fibroblastische,
fibrohistiozytare Tumorentitdten sowie in Tumore, die ihren Ursprung im
Skelettmuskel oder glattem Muskelgewebe, in perivaskularem oder vaskuldrem
Bindegewebe haben. Darlber hinaus existieren Tumore mit unklarer Differenzierung,
die keiner der vorgenannten Gruppen zugeordnet werden kdnnen, wobei hierzu zum
Beispiel Synovialsarkome zahlen. Die am haufigsten diagnostizierten Subentitaten
waren in einer grof3en prospektiven Studie aus dem Jahr 2011, gastrointestinale
Stromatumoren (GIST), unklassifizierbare Sarkome (unter anderem ,not otherwise
specified”, NOS), sowie Lipo- und Leiomyosarkome.(38)

FUr einzelne dieser Subentitdten sind rekurrente genetische Aberrationen wie
chromosomale Translokationen beschrieben, so zum Beispiel die Translokation
t(X;18) unter Einbeziehung der SSX-Gene bei Synovialsarkomen und t(12;16) oder
t(12;22) bei myxoiden Liposarkomen.(26)

In den letzten Jahren mehrt sich die Evidenz, dass eine solche Subklassifikation

nicht nur akademische Bedeutung hat, sondern dass unter dem Sammelbegriff der
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Weichteilsarkome in ihrem klinischen Verlauf unterschiedliche, eigenstandige
Erkrankungen subsumiert werden, die ein differenziertes Vorgehen hinsichtlich der
Auswahl der anzuwendenden Therapie erfordern (siehe Abschnitt 1.1.3, S. 5).(175)

Abhangig von der TumorgroRe, dem Tumorgrading und der Lokalisation des Tumors
(tief vs. oberflachlich) erfolgt die Einteilung der Weichteilsarkome in Standard- und
Hochrisikosarkome. Dabei sind Hochrisikosarkome charakterisiert durch einen
Durchmesser von mehr als 5 cm, ein G2- oder G3-Tumorgrading (mittelgradig oder
gering differenziert im Gradingsystem nach FNCLCC (29) beziehungsweise nach van
Unnik (195)) und durch eine tiefe Lokalisation (mediastinale, retroperitoneale oder
Lokalisation im Becken, bei Extremitatentumoren Infiltration der oberflachlichen
Faszie oder Lokalisation vollstandig unter der oberflachlichen Faszie).(203) Die

Einteilung hat Konsequenzen fiur die einzuleitende Therapie.

1.1.2 Prinzipien der Therapie von Weichteilsarkomen

Nach wie vor ist die operative Entfernung von Weichteilsarkomen mit ausreichenden
Resektionsrandern der Goldstandard in der Therapie dieser Erkrankungen.(22, 23)
Eine Erganzung des Therapiekonzeptes um eine adjuvante oder neoadjuvante
Bestrahlung kann bei Tumoren mit maRiger oder schlechter Differenzierung die
Lokalrezidivrate senken.(26) Insbesondere bei retroperitoneal lokalisierten
Weichteilsarkomen ist, infolge der Nahe zu vitalen Strukturen, ein Erreichen von
ausreichenden Resektionsrandern jedoch oft schwierig. Auch eine pra- oder
postoperative Bestrahlung ist durch die Nahe zu strahlensensiblen Strukturen wie
dem Darm nicht mit Strahlendosen mdglich, wie sie bei Tumoren der Extremitaten
erreichbar sind.(162) Damit ist eine ausreichende Therapie von Patienten mit STS

allein mittels Resektion und Bestrahlung haufig nicht moglich.

113 Zytostatische Therapie von Weichteilsarkomen

Daher kommen neben den beiden genannten Modalitdten auch regelmaRig
zytostatische Medikamente, haufig als Polychemotherapie mit mehreren Substanzen,
in der Therapie von Weichteilsarkomen zum Einsatz. Da diese Arbeit die
Wirksamkeit einer solchen Polychemotherapie in Kombination mit regionaler
Hyperthermie untersucht, soll darauf im Folgenden ausfuhrlicher eingegangen

werden.
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Ziel eines Einsatzes von Zytostatika bei operabler Erkrankung ist immer die
GroRenreduktion des Tumors. So soll eine mdglichst nebenwirkungsarme Resektion
sowie die Verhinderung einer okkulten Metastasierung ermdglicht werden. Im
Rahmen verschiedener multidisziplinarer Studien ist die Frage, welchen Stellenwert
eine neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapie bei Patienten mit resektablem
Weichteilsarkom hat, letztlich noch nicht eindeutig geklart.(24, 203) In gewissen
Hochrisiko-Subgruppen, wie zum Beispiel bei Patienten mit insuffizienter
chirurgischer Therapie im Sinne einer R1-Resektion des Tumors oder schlecht
differenzierten G3-Tumoren, scheint eine adjuvante Chemotherapie mit Doxorubicin,
einem Anthrazyklin, in Kombination mit Ifosfamid indiziert zu sein. Fur den
standardmaligen Einsatz einer adjuvanten zytostatischen Behandlung nach
Resektion eines Weichteilsarkoms ist kein ausreichender Beleg fur einen Einfluss auf
das Gesamtuberleben erbracht.(23, 155)

Auler Frage steht — auch in Ermangelung von Alternativen — die Indikation zur
chemotherapeutischen Behandlung von Patienten mit inoperabler oder bereits
metastasierter Erkrankung. Etwa 50% aller Patienten mit der Diagnose eines STS
entwickeln im Verlauf der Erkrankung Fernmetastasen (26), sodass wirksame
Zytostatika fur diese Situation dringend erforderlich sind. Die erreichten
Remissionsraten (Anteil der Patienten mit Voll- oder Teilremission unter
zytostatischer Therapie) fur nachgewiesen wirksame Substanzen wie Doxorubicin,
Ifosfamid und Dacarbazin als Monotherapie sind mit 15-30% jedoch relativ
niedrig.(150, 197) Bei Kombination mehrerer chemotherapeutischer Agenzien
(typischerweise Doxorubicin und Ifosfamid) zeigen sich signifikant hohere
Ansprechraten (ca. 20-45%), ohne dass hieraus eine signifikante Verbesserung des
Gesamtuberlebens resultiert.(197)

Die Grinde fur diese relative Unempfindlichkeit der STS — auch bereits bei
Erstdiagnose der Erkrankung — gegenuber klassischen zytostatisch wirksamen
Medikamenten sind nur teilweise erklart. Multi-drug resistance (MDR), die Resistenz
von Tumorzellen gegen eine Vielzahl zytostatischer Medikamente, vermittelt unter
anderem durch eine beschleunigte Entfernung von Zytostatika aus Tumorzellen
durch spezielle Transporterproteine, scheint hierbei zumindest teilweise eine Rolle zu
spielen. So zeigte eine Untersuchung von Komdeur et al. an

Weichteilsarkombiopsien, dass 96% aller untersuchten Tumorproben (n=141)
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mindestens eines der mit multi-drug resistance assoziierten Proteine exprimieren (P-
glycoprotein [Pgpl, multidrug resistance-associated protein 1 [MPR1] und /lung
resistance-related protein [LPR]).(95) Daten aus kleinen Fallserien legen den
Schluss nahe, dass die Expression von Pgp in Weichteilsarkomen mit einem
geringeren pathologischen Tumorregressionsgrad nach chemotherapeutischer
Behandlung assoziiert ist.(83)

Weiterfuhrende Analysen zeigen jedoch keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Expression von Pgp und der Gesamt- oder progressionsfreien
Uberlebenszeit bei Patienten mit Weichteilsarkomen (30), sodass davon auszugehen
ist, dass die geringe chemotherapeutische Beeinflussbarkeit von Weichteilsarkomen
durch den Mechanismus der multi-drug resistance nicht ausreichend erklart ist. Uber
weitere Mechanismen, die an der Vermittlung der relativen Zytostatikaresistenz der
Tumore beteiligt sind, ist wenig bekannt.

In den letzten Jahren wurden Subentitdten in der heterogenen Gruppe der
Weichteilsarkome identifiziert, die eine im Vergleich zu anderen Subentitaten
uberdurchschnittlich hohe Ansprechrate beziehungsweise ein Uberdurchschnittlich
langes progressionsfreies Uberleben unter zytostatischer Therapie zeigen.
Beispielhaft seien hier die GIST erwahnt, deren Therapie im letzten Jahrzehnt
radikalen Veranderungen unterlag. Ursprunglich als ausnehmend
chemotherapierefraktar eingeschatzt, haben sich die Uberlebenszeiten seit Nachweis
einer regelhaften CD117-Expression (c-kit) auf den Tumorzellen durch Therapie mit
dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib massiv verlangert. Oftmals gelingt auch bei
Nachweis einer Metastasierung eine Stabilisierung der Erkrankung Uber einen
Zeitraum von Jahren.(199) AuRBerdem waren in retrospektiven Analysen bei
myxoiden Liposarkomen unter Therapie mit Trabectedin Ansprechraten von Uber
50% zu dokumentieren.(61)

In der Uberwiegenden Mehrzahl der Weichteilsarkom-Subentitaten ist jedoch nach
wie vor von einer schlechten beziehungsweise nur moderaten Sensitivitdt bei
Behandlung mit klassischen zytostatischen Therapeutika auszugehen. Als Standard
in der Erstlinientherapie wird aktuell Doxorubicin, eventuell erganzt um Ifosfamid,
angesehen, da unter der Therapie mit diesen Substanzen bei relativ guter
Vertraglichkeit ausreichende Ansprechraten dokumentiert werden kdnnen.(23) Wenn

in Folge einer solchen Doxorubicin-basierten Therapie keine kurative Resektion des
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Tumors moglich ist, kommt es jedoch meist zum Versagen der Therapie mit
Auftreten eines Rezidivs oder Progredienz  einer  vorbestehenden
Tumormanifestation. Hierbei handelt es sich also um eine Anthrazyklin-refraktare
Erkrankung, fur deren Versorgung weitere chemotherapeutische Alternativen
notwendig sind. Ein Standard fur diese Zweitlinientherapie ist bisher nicht
definiert.(158) Nach dem Versagen der Anthrazyklin-basierten Standardtherapie
betragt die durchschnittiche Gesamtliberlebenszeit von Patienten mit
fortgeschrittenem und/oder metastasiertem Weichteilsarkom durchschnittlich nur
etwa sechs Monate.(34) Dies verdeutlicht die dringende Notwendigkeit der
Identifikation und Erforschung von Wirkstoffen oder Wirkstoffkombinationen mit
ausreichender Wirksamkeit in dieser Situation. In den letzten Jahren ist deshalb eine
Vielzahl von Studien zur Identifikation von derartigen Substanzen initiiert worden. Die
Ergebnisse dieser Studien sollen im Folgenden zusammengefasst werden. Zunachst
wird jedoch kurz auf Kriterien zur Wirksamkeitsbeurteilung, die in diesen Studien zur

Anwendung kommen, eingegangen.

1.1.3.1 Wirksamkeitsbeurteilung einer zytostatischen Therapie in der
Zweitlinientherapie von Weichteilsarkomen
In Studien evaluierte Therapieoptionen in der Behandlung von Anthrazyklin-
refraktaren Weichteilsarkomen zeigen Ansprechraten, die meist noch geringer sind
als fur Therapieschemata, die in der Erstlinientherapie zur Anwendung
kommen.(158)
Die Wirksamkeit einer zytostatischen Therapie ist jedoch unter Umstanden selbst
dann gegeben, wenn es nicht zu einer messbaren Verkleinerung des Tumors kommt,
sondern zu einer Verlangsamung oder einer kompletten Unterbrechung eines
vorbestehenden Tumorwachstums. Auch wenn das Metastasierungspotential einer
Tumors reduziert oder aufgehoben wird, profitiert der Patient von diesem Effekt der
Chemotherapie. Solche Effekte werden bei Beurteilung des Tumoransprechens als
einzigem Parameter in der Beurteilung der Wirksamkeit einer zytostatischen
Therapie jedoch nicht oder nur unvollstandig erfasst.
Korn et al. (101) schlugen deshalb in einer Arbeit von 2001 alternative Kriterien zur
Beurteilung der Wirksamkeit von zytostatischen (Kombinations-)Therapien vor; flr

Phase |I-Studien wiesen sie auf die progressionsfreie Uberlebensrate (progression
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free survival rate, PFR) nach einem definierten Zeitintervall als Wirksamkeitskriterium
hin. Hierfir wird der Anteil an Patienten berechnet, die — bei vor Therapiestart
progredienter Erkrankung — zum Beispiel sechs Monate nach Start der Therapie
keinen Hinweis auf Progression der Erkrankung mehr zeigen.

Van Glabbeke et al. (193) (ibertrugen die progressionsfreie Uberlebensrate als
Wirksamkeitskriterium auf die Behandlung von Weichteilsarkomen und legten
Richtwerte flr wirksame und nicht-wirksame Therapieprotokolle fest. Hierzu
analysierten sie Daten aus der Weichteilsarkom-Datenbank der European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC), in der Ergebnisse von
insgesamt zwoIf prospektiven Therapiestudien erfasst sind. Anhand der Daten von
insgesamt 380 Patienten mit Anthrazyklin-refraktarer Erkrankung konnten durch
Einteilung der verabreichten Zytostatika in aktive (Ifosfamid und Dacarbazin) und
inaktive (alle anderen) Substanzen Richtwerte fur die PFR definiert werden.
Demnach ist von einer aktiven Therapieoption auszugehen, wenn die PFR nach drei
Monaten 240% oder nach sechs Monaten 215% ist. Inaktivitat ist dann anzunehmen,
wenn die PFR nach drei Monaten <20% und nach sechs Monaten <8% ist.(158, 193)
Diese Publikation ermdglicht die Erfassung eines weiteren relevanten Kriteriums
neben dem reinen Therapieansprechen im Sinne einer Tumorvolumenreduktion und
ist daher als Basis fur eine zuverlassige Beurteilung von Therapieoptionen in der
Zweitlinientherapie von Patienten mit Weichteilsarkomen zu sehen. Die definierten

Richtwerte sollen deshalb in der hier vorliegenden Arbeit Anwendung finden.

1.1.3.2 Therapiekonzepte in der Zweitlinienbehandlung von
Weichteilsarkomen

Eine Ubersicht Uber die verdffentlichten Studien zur Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren STS der letzten zehn Jahre gibt der Artikel von Penel et al. (158) aus
dem Jahr 2010, in dem die Ergebnisse von Phase II-Studien zur Therapie
fortgeschrittener Weichteilsarkome, die zwischen 1999 und 2009 verdffentlicht
worden waren, zusammengefasst werden. Anhand der erreichten PFR-Werte nach
drei und sechs Monaten und den hierfur publizierten Zielwerten (193) erfolgt eine
Einteilung der Substanzen in Therapeutika mit wahrscheinlicher, unsicherer und

fehlender Wirksamkeit.
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Die folgenden Tabellen 1-1 (wirksame Therapiekonzepte), 1-2 (unwirksame
Therapiekonzepte) und 1-3 (nicht sicher einzuordnende Therapiekonzepte)
ermoglichen eine Ubersicht iber die untersuchten Behandlungsprotokolle (modifiziert
nach Penel et al. (158)). Die Tabellen geben Aufschluss auf die angewendeten
Therapeutika, deren Dosierung und die Zyklusdauer, sowie Uber die in die
entsprechende Studie eingeschlossenen STS-Subentitdten und die Anzahl der
untersuchten Patienten. Zur Beurteilung der Wirksamkeit der eingesetzten Therapie
werden die PFR-Werte nach drei und sechs Monaten, die Ansprechrate, die Anzahl
und Qualitat der erreichten Remissionen, das Gesamtuberleben nach Einleitung der
Therapie und das Nebenwirkungsprofil dargestellt.

In einigen Fallen werden in den Tabellen Therapiekonzepte abweichend von der
Wirksamkeitsbeurteilung in der Arbeit von Penel et al. kategorisiert. Diese Konzepte
sind farblich markiert. Grinde fur die Neueinteilung waren Uberwiegend differente
Ergebnisse in Original- und Ubersichtsarbeit; fiir diese Falle wurden die Daten der

Originalarbeit als Mal3stab fur die Wirksamkeitsbeurteilung angewendet.
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Aus den Tabellen ist zu erkennen, dass in den letzten Jahren grof3e Anstrengungen
unternommen wurden, um wirksame Substanzen und Therapieprotokolle flr
Patienten mit Anthrazyklin-refraktaren Weichteilsarkomen zu identifizieren.

Ifosfamid ist wiederholt auf seine Wirksamkeit in der Therapie dieser Erkrankungen
getestet worden. Erste Berichte Uber die Anwendung in der Therapie von STS
stammen aus den frGhen 80er Jahren des letzten Jahrhunderts, als in kleinen
Studien vielversprechende Ergebnisse publiziert werden konnten.(182) Bereits wenig
spater wurde Ifosfamid in Kombination mit Doxorubicin angewendet, mit dem Ziel,
hohere Remissionsraten zu erzielen.(206) In einer Reihe von Studien konnte
bestatigt werden, dass in der Erstlinientherapie die Kombination der beiden
Substanzen mehr Remissionen induziert als Doxorubicin alleine. Jedoch zeigten sich
keine Effekte in Bezug auf die Verbesserung des Uberlebens.(39, 174)

Unabhangig von den Effekten einer Kombination mit Doxorubicin ist Ifosfamid als
Monotherapie ein wirksames Zytostatikum in der Therapie von STS und in der Lage,
Remissionen zu erzielen.(120) Dies gilt auch fur Patienten, die bereits mit
Anthrazyklinen oder auch Ifosfamid-haltigen Kombinationschemotherapien behandelt
wurden. Dabei macht man sich die Eigenschaft von Ifosfamid zu Nutze, dass die
Substanz, verabreicht in signifikant hoheren Dosierungen, auch dann noch
Remissionen erzeugen kann, wenn ein Rezidiv oder ein Progress der Erkrankung
nach beziehungsweise unter Therapie mit Ifosfamid in Standarddosierung auftritt.(2,
111) Ifosfamid ist somit ein relevantes Medikament in der Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren STS.(194) Insbesondere bei Patienten mit Synovialsarkomen konnten
sehr gute Remissionsraten bei Therapie mit hochdosiertem Ifosfamid dokumentiert
werden.(111, 152, 152) Zuletzt wurden von Lee et al.(114) Ergebnisse einer
retrospektiven Analyse zur Anwendung von Hochdosis-Ifosfamid in der
Zweitlinientherapie von Sarkomen veroffentlicht (allerdings unter Einschluss von
Osteo- und Ewingsarkomen). Die resultierenden PFR-Raten nach drei und sechs
Monaten lassen auch hier auf eine ausreichende Wirksamkeit dieser Therapieoption
schlieen.

Dennoch existieren auch nach vielen Jahren intensiver Forschung nach wie vor
keine ausreichend belegten Vorgaben sowohl zur Dosierung als auch zur
Infusionsdauer von Ifosfamid (Dauerinfusion vs. Kurzinfusion). Ergebnisse von

Phase IlI-Studien zur Anwendung von hochdosiertem Ifosfamid in der Therapie von
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Patienten mit Anthrazyklin-refraktaren Weichteilsarkomen sind nicht publiziert.
Nichtsdestotrotz findet Ifosfamid in der Therapie von Anthrazyklin-refraktaren
Weichteilsarkomen auch heute noch sehr haufig Anwendung.

Auch Dacarbazin gehért zu den Substanzen, die in der Therapie von
Weichteilsarkomen haufig appliziert werden, wenn ein Rezidiv nach Anthrazyklin-
basierter Therapie auftritt. Hier sind die verfigbaren Studienergebnisse ebenfalls
insgesamt begrenzt. In einer Arbeit von 1991 zeigte sich eine Ansprechrate von 18%;
die PFR nach definierten Zeitpunkten wurden in dieser Arbeit nicht bestimmt.(18) In
den letzten Jahren sind keine neuen Arbeiten zur Monotherapie mit Dacarbazin
veroffentlicht worden, mit Ausnahme einer randomisierten Phase II-Studie, in der
Dacarbazin als Monotherapie des Standardarms eingesetzt wurde. Die hier
dokumentierten PFR-Daten erlauben keine sichere Einordnung der Wirksamkeit,
erreichen jedoch Werte, die den durch die Van Glabbeke-Arbeit festgelegten
Grenzwerten zur Sicherung der Wirksamkeit sehr nahe kommen. Es ist daher davon
auszugehen, dass eine Dacarbazin-Monotherapie bei insgesamt guter Vertraglichkeit
in der Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS weiterhin ihre Berechtigung
hat.(49)

FUr die Kombinationstherapie mit Dacarbazin und Gemcitabine liegen inzwischen
zwei Phase |I-Studien vor, die eine ausreichende Wirksamkeit nachweisen.(49, 121)
Aus den Tabellen 1-1 und 1-3 Iasst sich erkennen, dass Trabectedin die in den
letzten zehn Jahren am umfangreichsten evaluierte Substanz in der
Zweitlinientherapie von Weichteilsarkomen ist. Dabei werden in den Studien trotz
insgesamt sehr niedriger Remissionsraten mit einer Ausnahme (Yovine et al. (209))
stets PFR-Werte erreicht, die eine Wirksamkeit der Substanz im Sinne einer
Krankheitsstabilisierung belegen. Die myelotoxische Wirkung der Substanz ist in den
Arbeiten stets substantiell, dennoch ist die Rate an Infektionen mit Fieber in der
Phase der Zytopenie niedrig. Trabectedin besitzt als einzige Substanz die Zulassung
der europaischen Zulassungsbehoérden fur die Therapie von Anthrazyklin-refraktaren
Weichteilsarkomen und ist somit neben Hochdosis-Ifosfamid und Dacarbazin aktuell
der Wirkstoff, der am ehesten als Standard anzusehen ist.

Fur alle weiteren untersuchten Wirkstoffe beziehungsweise Wirkstoffkombinationen
ist die Datenlage wesentlich weniger eindeutig. Allenfalls Gemcitabine in

Kombination mit Docetaxel kann fur Patientinnen mit uterinen Leiomyosarkomen in
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der Zweitlinientherapie als gut wirksame Therapieoption mit entsprechenden
Studienergebnissen angenommen werden.(66, 67)

Daruber hinaus existieren Studien, die fur klassische Chemotherapeutika und
Zytostatikakombinationen sowie neuere Wirkstoffe eine gute Wirksamkeit annehmen
lassen. Grundlage dieser Daten sind jedoch stets — zum Beispiel in der
Untersuchung von Panzopanib, Brostallicin oder Trofosfamid — Ergebnisse einzelner
Phase II-Studien, so dass die Datenlage fur diese Wirkstoffe als noch nicht
ausreichend gesichert angenommen werden kann. Weitere randomisierte
Untersuchungen, auch an groReren Patientenkollektiven, sind geplant oder bereits in
der Durchfihrung. Ergebnisse dieser Studien liegen noch nicht vor.

Die Mehrzahl der untersuchten Chemotherapeutika zeigt, wie den Tabellen 1-2 und
1-3 zu entnehmen ist, nur unzureichende oder unsichere Wirksamkeit. Zu den hier
einzuordnenden Substanzen gehéren Gemcitabin und Docetaxel (jeweils als
Monotherapie) ebenso wie neue Wirkstoffe wie Gefetinib, Semaxanib oder
Bryostatin.

Neben den bisher zusammengefassten Phase |I-Studien wurde auch eine Vielzahl
an Phase [-Studien, insbesondere zur Anwendbarkeit von Antikorper- und small
molecule-basierter Therapie refraktarer Sarkome, in den letzten Jahren mit teilweise
vielversprechenden Ergebnissen zumindest in bestimmten Sarkom-Subentitaten
durchgefuhrt. Zu den untersuchten Wirkstoffen gehdren Insulin-like growth factor 1-
Rezeptor (IGF1R)-Inhibitoren (106, 147) ebenso wie Tumor Necrosis Factor Related
Apoptosis Inducing Ligand-(TRAIL)-Rezeptor-Agonisten (69) und der G1-Phase-
Inihibitor Rexin-G (25). Auch hier steht jedoch die Bestatigung der ersten Ergebnisse
in groReren Patientenpopulationen noch aus.(183) Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR)-Inhibitoren wurden, in Folge einer in vielen Sarkom-Subentitaten
nachweisbaren Dysregulation dieses intrazellularen Signalwegs, ebenfalls in der
Therapie von Sarkomen getestet, wobei flr Ridaforolimus einige vielversprechende
Ergebnisse zu dokumentieren sind.(1) Daraufhin wurde eine Phase IlI-Studie zur
Erhaltungstherapie mit dieser Substanz bei Sarkomen initiiert, deren erste
Ergebnisse eine geringgradige Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens im
Vergleich zu Placebo zeigen.(164)

Aus den vorangegangenen Ausfuhrungen Ilasst sich erkennen, dass trotz

substantieller Fortschritte in der Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS,
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insbesondere durch Definition von PFR-Zielwerten zur sicheren und vergleichbaren
Beurteilung von Therapieoptionen und durch Identifikation von Trabectedin als
wirksamer Substanz, weiterhin groRer Bedarf an alternativen Therapieoptionen
besteht.

114 Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid (ICE) in der Therapie von
Weichteilsarkomen
Eine Polychemotherapie, die seit einigen Jahren in der Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren Weichteilsarkomen zum Einsatz gebracht wird, kombiniert Ifosfamid,
Carboplatin und Etoposid (ICE). Es existieren bereits Vorpublikationen zur
Wirksamkeit dieses Therapieprotokolls (45), teilweise auch untersucht als
Kombinationsbehandlung in Verbindung mit regionaler Hyperthermie (44). Diese
Analysen wurden jedoch an relativ kleinen Patientenpopulationen durchgefuhrt. Ziel
der hier vorliegenden Arbeit ist es, die positiven Ergebnisse der Vorpublikationen in
einer grof3eren Patientenpopulation zu bestatigen.
Wie bereits in Abschnitt 1.1.3.2 (S. 9) erwahnt, stellt die Stickstoff-Lost-Verbindung
Ifosfamid eine von insgesamt nur sehr wenigen chemotherapeutischen Substanzen
mit erwiesener, jedoch eingeschrankter Wirksamkeit in der Therapie von
Weichteilsarkomen dar.(142) Ifosfamid wirkt als alkylierende Substanz DNA-
schadigend und verhindert so eine weitere Teilung der Tumorzellen. Carboplatin, ein
Platinderivat, das durch Quervernetzung der DNA antineoplastisch wirkt, zeigt als
Monotherapie keine relevante Aktivitat in der Therapie von Weichteilsarkomen.(56)
Auch Etoposid, ein Topoisomerase ll-Inhibitor, ist, als Monotherapie verabreicht,
unwirksam in der Therapie von Weichteilsarkomen.(37, 90, 115, 189) Die Erganzung
von Ifosfamid um Etoposid ergab in einer Studie von Blair et al. (9) keine der
Monotherapie mit Ifosfamid Uberlegene Ansprechrate, wahrend eine Studie aus dem
Jahr 1997  vielversprechende  Ergebnisse dieser Kombinationstherapie
veroffentlichen konnte.(172)
Bei Kombination der drei hier genannten Wirkstoffe, erstmals von Fields et al.
publiziert im Jahr 1994, wird eine relativ hohe Ansprechrate von 20% bei bereits
vorbehandelten Weichteilsarkomen berichtet.(45) Daruber hinaus existieren Daten zu
Ifosfamid, Cisplatin (anstelle von Carboplatin) und Etoposid in der Therapie von

chemonaiven Patienten mit STS, die eine hohe Ansprechrate dokumentieren.(156)
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Auch liegen Studien zu ICE (unter Verwendung von Carboplatin) in Kombination mit
Ganzkoérpernyperthermie vor, die eine aulergewdhnlich hohe Ansprechrate von 58%
bei jedoch geringer Fallzahl (n=13) und nur teilweise vorbehandelten Patienten
nahelegen.(205)

Die Arbeit von Fields et al. war Anlass dazu, ICE in geringfugig abweichender
Dosierung der Einzelsubstanzen in Kombination mit regionaler Hyperthermie auf
Wirksamkeit und Vertraglichkeit in der Therapie von STS am Klinikum Grof3hadern
zu testen. In der hieraus resultierenden, 2004 veroffentlichten Analyse waren die
Ergebnisse der Therapie mit ICE, in einem Teil der Patienten verabreicht in
Kombination mit regionaler Hyperthermie, mit einer Ansprechrate von 20% in 20
bereits vorbehandelten Patienten erneut so vielversprechend (44), dass das
Therapieprotokoll weiter Anwendung am Klinikum Gro3hadern und in assoziierten

Therapieeinrichtungen fand. Die generierten Daten sind Grundlage dieser Arbeit.

1.1.5 Regionale Hyperthermie (RHT)

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirksamkeit von ICE in der Therapie von
Anthrazyklin-refraktaren STS in Verbindung mit regionaler Hyperthermie (RHT). Die
Rationale fur die Anwendung der regionalen Hyperthermie in Tumorerkrankungen
und verfugbare Vorpublikationen zu ihrer Wirksamkeit in STS sollen im Folgenden

kurz dargestellt werden.

1.1.5.1 Grundlagen

Die Hyperthermie ist ein Therapieverfahren flr die kontrollierte Erhéhung der
Koérpertemperatur, das zur Therapie von Tumorerkrankungen eingesetzt wird. Dabei
wird die Temperaturerhdhung entweder durch Verhinderung der Warmeabgabe des
Korpers erreicht oder durch Einstrahlung von Energie von aul3en. Eine Einstrahlung
der Energie erfolgt durch Verwendung von Mikrowellen, Ultraschall oder durch
Induktion nach Injektion von magnetischen Nanopartikeln in den Tumor. Ziel ist eine
kontrollierte Temperaturerhohung des Gewebes auf Werte zwischen 40 und 44°C.
Grund der Anwendung von Warme in der Therapie von Tumorerkrankungen ist die
Beobachtung, dass es bei einer Erhohung der Temperatur in Zellkulturen ab

Erreichen einer bestimmten Schwellentemperatur zur Zerstérung der Zellen im Sinne
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der Induktion einer Nekrose oder Apoptose kommt. Dabei ist die

Schwellentemperatur fur jede Zelllinie unterschiedlich (vgl. Abbildung 1-1).(79)

Keine Zerstorung des Tumors
Phéinotypische Verinderungen

Indirekte Zerstorung des Tumors
Verdnderungen der Gefdl- und Tumorarchitektur

Zerstorung des Tumors
Nekrose, Apoptose

Klonogenes Zelliiberleben

37°C 38°C 39°C 40°C 41°C 42°C 43°C 44°C 45°C

Molekulare Zellzyklus,
Apoptose/Nekrose
Mecha- DNA-Reparaturmechanismen
nismen Induktion von Hitzeschockproteinen/Expression von hsp70 auf der Zellmembran
Klinische . ;
Thermosensibilisierung flir Chemotherapie und/oder Strahlentherapie
Anwendung
Abbildung 1-1 Prinzipien der Wirksamkeit der Hyperthermie in der Therapie von

Tumorerkrankungen. Bei Temperaturen unterhalb der Schwellentemperatur (40-43 °C) zeigt
Hyperthermie keine direkte zytotoxische Wirkung, jedoch kommt es zu Sensibilisierung des Tumors fiir
Chemotherapeutika oder Bestrahlung (modifiziert nach Issels (79)).

Mit einem Anstieg der Temperatur im Milieu kommt es zunachst zu einer Reaktion
der Zellen, die als ,stress response“ bezeichnet wird und die mit der Synthese
bestimmter Proteine, sogenannter Hitzeschockproteine (hsp) einhergeht. Inzwischen
ist eine ganze Reihe von Hitzeschockproteinen bekannt, die sich in ihrem
Molekulargewicht unterscheiden. Entsprechend werden die Hitzeschockproteine zum
Beispiel als hsp27, hsp70 und hsp90 bezeichnet. Dabei ist hsp70 der Vertreter,
dessen Synthese am starksten im Rahmen der stress response induziert wird.(84,
201)

Hitzeschockproteine gewahrleisten in ihrer Funktion als chaperones die regelrechte
Faltung von Proteinen in der Zelle. Eine deutliche Temperaturerhdhung bewirkt
intrazellular eine Stérung der Proteinfaltung beziehungsweise Proteindenaturierung,
die beim Uberschreiten der oben genannten Schwellentemperatur schlieBlich zur
Zerstorung der Zelle fuhrt. Damit wirkt die Synthese von Hitzeschockproteinen den
Auswirkungen der Hitze entgegen und vermittelt somit eine sogenannte

Thermotoleranz, das heildt, es kommt zu keiner wesentlichen Einschrankung des
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klonogenen Uberlebens der Zellen in vitro, obwohl bereits Effekte der Hitze auf
molekularer Ebene festzustellen sind. Bei Uberschreiten der Schwellentemperaturen
kommt es jedoch zu einer Dekompensation der Ausgleichsmechanismen der Zelle,
so dass schlieBlich eine Nekrose beziehungsweise Apoptose der Zellen eintritt.(79)

Tumorzellen und nicht transformierte, normale Korperzellen zeigen keine
grundsatzlichen Unterschiede in der Reaktion auf Hitzestress. Aufgrund der
chaotischen Vaskularisierung maligner Tumore treten in diesen jedoch Areale auf,
die hypoperfundiert sind, was in einer reduzierten Oxygenierung und Veranderungen
des pH-Werts im Gewebe hin zu sauren Werten resultiert. Diese Veranderungen
bedingen eine verstarkte Empfindlichkeit der Zellen fur die Wirkung der
Hyperthermieanwendung, was die zytotoxischen Effekte der Hyperthermie nahezu

ausschlieRlich auf Tumorzellen beschrankt.(117, 196)

Neben direkten Schaden an den Tumorzellen kommt es im Rahmen der Anwendung
der Hyperthermie jedoch auch zur Sensibilisierung des Tumors fur Effekte, die durch
Verabreichung einer Chemotherapie oder einer Strahlentherapie vermittelt werden.
So fuhrt die Anwendung einer Hyperthermie, zumindest dann, wenn sie lokal im
Bereich des Tumors appliziert wird, zu einer vermehrten Durchblutung des
Tumorareals und zu einer Stérung der Barrierefunktion des Endothels. Dies resultiert
in einer relativ vermehrten Freisetzung der Zytostatika im hyperthermierten
Areal.(117) Aulerdem verstarkt eine gleichzeitige Hyperthermieanwendung die
Wirkung einiger Chemotherapeutika. Dieser Effekt wird erfasst durch die Berechnung
der sogenannten ,thermal enhancement ratio® (TER), die einen Faktor fur die
Verstarkung der zytotoxischen Wirksamkeit des Zytostatikums unter hyperthermen
Bedingungen darstellt. Die TER ist dabei je nach Substanz unterschiedlich und
spezifisch fir das Therapeutikum.(191) In Tabelle 1-4 werden die TERs fur
verschiedene Chemotherapeutika dargestellt. Aus den hier zu entnehmenden
Werten ist ersichtlich, dass unter Hyperthermieanwendung die zytotoxische Wirkung
verschiedener Chemotherapeutika, zum Beispiel Ifosfamid, Cisplatin oder Melphalan,
bis zu dreifach verstarkt ist im Vergleich zur Wirkung ohne begleitende Hyperthermie.
Andere Substanzen zeigen jedoch keine Wirksamkeitsverstarkung, so zum Beispiel

Doxorubicin oder 5-Fluorouracil.
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Medikament Behandlungszeit TER

(Minuten)

41,5°C 43,5°C

Cisplatin 30 1,48 1,59
Cyclophosphamid 30 2,28 2,74
Ifosfamid 30 1,52 -

90 3,60 -
Melphalan 30 3,60 -
BCNU 30 2,27 2,71
Bleomycin 30 1,24 1,65
Mitomycin C 30 1,05 -
5-Fluorouracil 30 1,0 1,0
Doxorubicin 30 1,0 1,0
Tabelle 1-4 TERSs verschiedener Zytostatika (modifiziert nach Urano (191) und Issels (79))

Bei Kombination von Hyperthermie und Strahlentherapie kommt es ebenfalls zu einer
signifikanten Verstarkung der Wirksamkeit der Strahlentherapie. Involvierte
Mechanismen sind die verbesserte Oxygenierung von Tumorgewebe unter
Hyperthermie(178) und die Inhibition von DNA-Reparaturmechanismen, was die
Effekte von strahleninduzierten DNA-Schaden verstarkt.(35)

1.1.5.2 Technik

Wie bereits erwahnt, existieren unterschiedliche Methoden zur Erhdéhung der
Koérpertemperatur von Tumorpatienten. Auf Methoden der Ganzkdrperhyperthermie
soll hier nicht eingegangen werden, da sie fur die in dieser Arbeit analysierten
Patienten nicht zur Anwendung kommen.

Bei Anwendung von Nicht-Ganzkdrperhyperthermie unterscheidet man regionale und
lokale Verfahren. Regionale Verfahren haben zum Ziel, groRere Areale des Korpers
zu erwarmen (zum Beispiel das Abdomen), wahrend lokale Verfahren nahezu
ausschlieBlich in der Therapie von Extremitatentumoren mit relativ oberflachlicher

Lage des Tumors zur Anwendung kommen.
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Abbildung 1-2 BSD-2000-System

N~

Durch Generierung eines elektromagnetischen Radiofrequenz-Feldes
(Frequenzbereich 60-110 MHz) mittels paarweise angeordneter Antennen wird im
Hyperthermie-System BSD 2000, das bei den hier untersuchten Patienten zur
Anwendung kam, Energie in den Korper des Patienten eingestrahlt, wodurch regional
Warme entsteht. Dabei wird durch die Steuerung der Leistung jedes Antennenpaars
derjenige Bereich festgelegt, in dem das Maximum der Leistung generiert wird.(139)
Zur Anwendung wird der Patient in einem sogenannten Applikator platziert, der je
nach Lokalisation des Tumors ausgewahlt wird. Die Applikatoren unterscheiden sich
durch eine unterschiedliche Anzahl an Antennen, was wiederum Einfluss auf die
Positionierung des Temperaturerhdhungsareals hat. Eine schematische Darstellung
eines BSD 2000-Systems ist Abbildung 1-2 zu entnehmen; die Abbildung 1-3 zeigt
verschiedene Applikatoren zur Anwendung in der regionalen Hyperthermie. Einen
sogenannten Spiralapplikator, wie er zur Hyperthermiebehandlung von Tumoren im

Bereich der Extremitaten zur Anwendung kommt, zeigt Abbildung 1-4.
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Abbildung 1-3 Sigma 60- (links) und SigmaEye-Applikator (rechts)

Abbildung 1-4 Spiral-Applikator

Ublicherweise wird eine regionale Hyperthermie (iber einen Zeitraum von 90 Minuten
durchgefuhrt, wobei die ersten 30 Minuten der Erwarmung dienen. Nach Beendigung
der Aufwarmphase folgt dann die sogenannte ,therapeutische Stunde®.

Die RHT-Anwendung wurde entsprechend publizierter und standardisierter
Qualitatsstandards durchgefuhrt, um reproduzierbare Behandlungsergebnisse zu
erreichen.(108) Dabei erfolgte eine Uberwachung der erreichten Temperaturen
mittels Kathetern, die direkt im Tumor platziert werden, zum Beispiel nach CT-
gesteuerter Anlage der Katheter. Temperaturmessungen im Tumor mittels operativ
oder CT-gesteuert eingebrachter Thermosonden sind nur einer Minderheit der
untersuchten Patienten zumutbar, und assoziiert mit einer relativ hohen
Komplikationsrate.(192, 208) Deshalb werden bei der Mehrzahl der Patienten
ausschlieBlich endoluminale Temperaturmessungen durchgefuhrt. Es konnte
nachgewiesen werden (36, 161, 208), dass eine endoluminale Temperaturmessung
insbesondere bei Tumoren des kleinen Beckens ausreichend ist, um die Wirksamkeit
einer Hyperthermiebehandlung im Sinne einer ausreichenden Temperaturerhdhung
zu Uberwachen. Die Katheter erlauben die Temperaturbestimmung Uber ihre

gesamte Lange. Es wird also eine Temperaturmatrix erzeugt, die den zeitlichen
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Ablauf der Temperaturentwicklung an einer Vielzahl von Orten widerspiegelt. Aus
diesen Daten lassen sich Indizes errechnen, die eine Einordnung der Qualitat der
Hyperthermiebehandlung erlauben. Ublicherweise werden die maximale und die
minimale erreichte Temperatur (Tmax bzw. Tmin) dokumentiert und dartber hinaus die
Temperaturen, die in 20, 50 und 90% des Tumor(-bettes) mindestens erreicht
wurden (T2, Tso und Tgg). Ein komplexeres Konzept zur Beurteilung der Qualitat
einer RHT-Behandlung ist die ,thermal isoeffect dose* (TID), die die erreichten
Temperaturen und die Dauer der Temperaturerhdéhung in aquivalente Minuten bei 43
°C umrechnet.(117) Diese Daten lassen nicht nur Ruckschlusse auf die erreichten
Temperaturen zu, sondern erméglichen auch eine Beurteilung der Homogenitat des

Temperaturanstieges.(190)

1.1.5.3 Regionale Hyperthermie in der Therapie von STS

Inzwischen existiert eine ganze Reihe an Veroffentlichungen, die sich mit der
Wirksamkeit der regionalen Hyperthermie in der Therapie von Weichteilsarkomen
beschaftigen — beginnend mit einer Arbeit von Issels et al. (78) aus dem Jahr 1990,
in der unter Behandlung mit Ifosfamid und Etoposid in Kombination mit regionaler
Hyperthermie eine Ansprechrate von 37% bei Uberwiegend bereits vorbehandelten
Patienten gezeigt werden konnte. Als Hinweis auf den Beitrag, den die RHT an
diesen Behandlungsergebnissen hatte, konnte in einer retrospektiven Analyse dieser
Patientenpopulation gezeigt werden, dass die im Tumor erreichten Temperaturen bei
Patienten, die ein Ansprechen auf die Therapie zeigten, signifikant hoher waren als
in den Patienten, bei denen keine Remission unter Behandlung zu verzeichnen war.
In der Folge wurden zwei Phase |l-Studien initiiert, die sich mit der neoadjuvanten
Chemotherapie in Kombination mit RHT befassten. Eine Polychemotherapie,
bestehend aus Etoposid, Ifosfamid und Doxorubicin (EIA) wurde in Kombination mit
RHT in Patienten mit Hochrisikosarkomen ohne Nachweis einer Metastasierung Uber
vier Zyklen praoperativ verabreicht. Nach Resektion und eventueller Bestrahlung
wurden dann weitere vier Zyklen der Kombinationstherapie gegeben. Fir die erste
dieser Studien (RHT-91) war bei Untersuchung der Langzeitergebnisse eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 49% zu dokumentieren, eine bei Vergleich mit
historischen Kontrollen hohe Uberlebensrate, insbesondere in Anbetracht des relativ

hohen Anteils an Patienten mit Sarkomen des Korperstamms, die Ublicherweise eine
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schlechtere Prognose haben als Sarkome im Bereich der Extremitaten, und
Patienten mit rezidivierter Erkrankung in dieser Studie.(76) Bei der zweiten Studie
(RHT-95) wurden die postoperativen Chemotherapiezyklen ohne RHT verabreicht.
Hierunter zeigte sich, als erneuter Hinweis auf die Relevanz der RHT in der lokalen
Tumorkontrolle, ein im Vergleich zur RHT-91-Kohorte signifikant schlechteres
lokalprogressionsfreies Uberleben, bei jedoch nicht signifikant unterschiedlichem
fernprogressionsfreiem Uberleben oder Gesamtiiberleben.(202)

Diese Ergebnisse flhrten zur Initierung einer gro3en randomisierten Phase IlI-
Studie, in die ab 1997 insgesamt 341 Patienten eingeschlossen werden konnten.
Hier wurde das oben bereits genannte Therapieschema einer neoadjuvanten
Chemotherapie in Kombination mit regionaler Hyperthermie, unter Fortsetzung der
Hyperthermiebehandlungen postoperativ beziehungsweise nach Abschluss der
Bestrahlung, mit der gleichen, weiterhin EIA-basierten Chemotherapie ohne parallele
RHT verglichen, um den Effekt der RHT am Gesamtbehandlungsergebnis einordnen
zu konnen. Die Ergebnisse wurden im Jahr 2010 veroffentlicht (77) und zeigen ein
signifikant verbessertes lokalprogressionsfreies Uberleben, ein signifikant besseres
krankheitsfreies Uberleben und eine signifikant auf mehr als das doppelte
verbesserte Ansprechrate von 28,8% fur die Patienten, die in Kombination mit RHT
behandelt wurden. Der Anteil an Patienten mit friiher Krankheitsprogression® ist in
der Patientengruppe, die mit der Kombinationsbehandlung therapiert wurde,
signifikant niedriger.

Wahrend das Gesamtuberleben flr die intention-to-treat-Population in beiden
Therapiearmen vergleichbar ist, lasst sich ein signifikanter Vorteil im
GesamtlUberleben fur jene Patienten nachweisen, die in Kombination mit RHT
behandelt wurden und die die ersten vier Therapiezyklen komplett erhielten (per-
protocol-induction-Population). Insbesondere Patienten mit einer Tumormanifestation
im Bereich des Korperstamms profitieren von der Kombinationsbehandlung (LPFS
nach zwei Jahren 64 % vs. 45 % fur EIA+RHT beziehungsweise EIA), ebenso wie
Patienten, bei denen nur eine R1 oder R2-Resektion durchfuhrbar oder keine
Strahlentherapie madglich ist. Allerdings finden sich zwischen diesen Subpopulationen

sicherlich Uberschneidungen, da Patienten mit retroperitonealer Tumorlokalisation

! definiert als Krankheitsprogression noch vor Operation bzw. unmittelbar vor Start der postoperativen
[Thermo-]Chemotherapie
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mit hdherer Wahrscheinlichkeit keiner RO-Resektion oder Strahlentherapie
zuganglich sind.

In Folge der Verodffentlichung dieser Studie fand die Kombinationsbehandlung
Eingang in die 2010 neu aufgelegten Richtlinien der European Society for Medical
Oncology (ESMO) zur Behandlung von Weichteilsarkomen. Die Therapie in
Kombination mit RHT wurde hier als zu erwagende Therapiealternative in Patienten
mit Infiltration regionaler Lymphknoten und in der adjuvanten Therapie von
Hochrisikosarkomen genannt.(23) In der Erstlinientherapie von Patienten mit
Hochrisiko-Weichteilsarkom ist die Therapie in Kombination mit RHT inzwischen also
als Standard anzusehen. Dies kann fur die Therapie von Patienten mit weiter
fortgeschrittenen STS-Erkrankungen noch nicht gelten. Dennoch wurden die
Patienten, deren Daten in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden, auch in
Kombination mit RHT behandelt. Der Einfluss der Hyperthermie kann durch das
Fehlen eines Kontrollarmes mit Patienten, die nicht in Kombination mit RHT
behandelt wurden, nicht mit Sicherheit ausgemacht werden. Dennoch soll anhand
indirekter  Hinweise  versucht werden, den Anteil der RHT am

Gesamtbehandlungserfolg abzuschatzen.

1.2  Natiirliche Killerzellen

In Ergédnzung zur Analyse klinischer Ergebnisse von Patienten mit STS wurden im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Immunkompetenz von
STS-Patienten durchgefuhrt. Im Speziellen wurde die Funktion nattrlicher Killerzellen
dieser Patienten betrachtet. Diese Funktion ist fir Tumorpatienten deshalb von
Bedeutung, weil diese Zellen eine entscheidenden Rolle in der Kontrolle entarteter
Zellen im menschlichen Korper spielen und als Teil des angeborenen Immunsystems
transformierte Zellen weitgehend unabhangig von T- und B-Lymphozyten erkennen
und selektiv zerstdoren kdnnen. Zunachst werden einige Grundlagen zur Funktion der

naturlichen Killerzellen vorgestellt.

1.21 Grundlagen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) bilden eine Lymphozyten-Subpopulation, die
morphologisch meist grol3en, granulierten Lymphozyten (large granular lymphocytes,
LGL) entspricht. Dieses Aussehen ist jedoch nicht spezifisch fur NK-Zellen, sie

konnen auch die Morphologie normaler kleinzelliger Lymphozyten im Blutausstrich
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aufweisen.(184) Immunphanotypisch werden sie definiert durch die Abwesenheit von
CD3 und den Nachweis von CD16 und CD56 auf ihrer Zelloberflache.(173) Sie
machen etwa 10-15% aller Lymphozyten im peripheren Blut aus und finden sich
auch in anderen lymphatischen und nicht-lymphatischen Geweben wie Leber oder
Peritoneum. Nach Aktivierung verlassen sie das Blut und migrieren zu infiziertem
oder transformiertem Gewebe.(184) NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
Kontrolle von Infektionen (insbesondere viraler Natur) und Neoplasien durch das

Immunsystem.

1.2.2 NK-Zellen in der Inmunosurveillance von malignen Erkrankungen
NK-Zellen sind in der Lage, maligne Zellen unabhangig von anderen
immunkompetenten Zellen (insbesondere T-Lymphozyten) zu erkennen und zu
lysieren. Dabei ist dieser Mechanismus nicht nur von groRer Bedeutung in der
Kontrolle der Entartung von Zellen eines Primartumors, sondern spielt auch eine
mafgebliche Rolle in der Elimination zirkulierender Tumorzellen und somit in der
Verhinderung einer Metastasierung.(204) So konnten Barlozzari et al. bereits 1983
zeigen, dass eine Inaktivierung von NK-Zellen mittels Verabreichung NK-spezifischer
Antikorper zu unkontrolliertem Tumorwachstum nach Injektion von Tumorzellen in
immuninkompetenten Ratten fuhrt. Die Gabe von aufgereinigten NK-Zellen vor
Injektion der Tumorzellen resultierte in einer signifikant verbesserten Tumorkontrolle
und somit in der Verhinderung einer Metastasierung in den Tieren.(4) In der Arbeit
von Stangl et al. konnte durch wiederholte Gaben von IL-2/TKD-aktivierten NK-Zellen
eine vollstandige Eradikation von Pankreaskarzinom-Zellen und eine Verhinderung
ihrer Metastasierung in Mausen erreicht werden.(180)

In einer grollen prospektiven Langsschnittstudie konnte zudem eine reduzierte
Aktivitat der NK-Zellen im peripheren Blut mit einer erhdhten Inzidenz an
Krebserkrankungen korreliert werden.(74) Daruber hinaus zeigte sich in einer
weiteren Studie eine Korrelation des Grades der Infiltration von Colonkarzinomen
durch NK-Zellen mit dem Gesamtlberleben — eine hochgradige Infiltration des
Tumors durch NK-Zellen ging hier mit einem besseren Gesamt- und ereignisfreien
Uberleben einher.(27) All diese Ergebnisse geben Hinweise auf die groRe

Bedeutung, die NK-Zellen in der Verhinderung der Entstehung von
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Krebserkrankungen beziehungsweise in deren Kontrolle im menschlichen Koérper

zukommt.

1.2.3 Die konstitutionelle Aktivitat von NK-Zellen im peripheren Blut von
Tumorpatienten
Veranderungen der lytischen Funktion von NK-Zellen im peripheren Blut sind fur
Patienten bekannt, die unter einer Reihe von Erkrankungen leiden. So sind
Patienten, die aufgrund von Depressionen behandelt werden, erniedrigte NK-
Zellzahlen  beziehungsweise eine  erniedrigte  Aktivitat der NK-Zellen
nachweisbar.(204) Dies mag insbesondere fur Patienten mit Krebserkrankungen eine
Rolle spielen, da bei ihnen ein hohes Mal} an psychosozialer Belastung in Folge der
Diagnosestellung zu erwarten ist.(122) Daruber hinaus fluhren Noxen wie
Zigarettenrauch (43) oder bekannte Risikofaktoren wie Adipositas zu einer Reduktion
der lytischen Funktion von NK-Zellen.(144)
Besonders ausgepragt und haufig scheint eine Reduktion der lytischen Aktivitat von
NK-Zellen bei Patienten zu sein, die unter malignen Erkrankungen leiden. Teilweise
ist die Reduktion der Aktivitat in weit fortgeschrittenen Krankheitsstadien
ausgepragter als bei Patienten mit weniger weit fortgeschrittenem Tumorstadium.
Beispiele hierfur sind Patienten mit Non-Hodgkin- und Hodgkin-Lymphomen (96),
Magenkarzinomen (186), Mammakarzinomen (97), Ovarialkarzinomen (122),
malignen Melanomen (98), Kopf-Hals-Karzinomen (14) und einer Reihe
hamatologischer Neoplasien.(88, 124) Die Reduktion der NK-Zell-Aktivitat scheint
zumindest teilweise bedingt durch Mechanismen von Tumorzellen, die einen
. mmun-Escape®, also die Umgehung einer Abwehr der transformierten Zellen durch
Immunzellen des Patienten, ermdglichen. Es ist davon auszugehen, dass Patienten
mit dieser reduzierten NK-Zell-Aktivitat eine hohere Wahrscheinlichkeit einer
metastatischen Aussaat der Erkrankung haben.(204)
Die Griunde flr diese scheinbar konstitutionelle Reduktion der Iytischen Aktivitat von
NK-Zellen bei Patienten mit verschiedenen malignen Erkrankungen sind noch nicht
abschlieBend geklart. Es erscheint moglich, dass eine durch Tumorzellen initiierte
vermehrte Produktion von Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa)(62),
transforming growth factor-3 (TGFB)(186) und Prostaglandin E2 (5) zu diesem

Phanomen beitragt. Dartber hinaus sind bei den entsprechenden NK-Zellen
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Veranderungen ihrer Rezeptor-Ausstattung festzustellen, die zum Beispiel
aktivierende Rezeptoren wie NKG2D oder CD161 betreffen.(98). AuRerdem konnte
nachgewiesen werden, dass in NK-Zellen von Tumorpatienten der Gehalt an ¢-
Ketten, die relevant fur die Funktion aktivierender NK-Zell-Rezeptoren sind, reduziert
ist.(32)

1.2.4 NK-Zell-Aktivierung

Die Mechanismen, die zu einer Aktivierung der NK-Zellen und nachfolgenden
Zerstorung der Zielzellen flhren, sind komplex. Diese Zerstérung geschieht entweder
durch Freisetzung von Proteinen, die die Integritat der Zellmembran stéren (Perforin,
Granzyme) oder durch Expression von Liganden auf NK-Zellen, die nach Bindung an
der Zielzelle zur Apoptose der Zelle fihren. Die wichtigsten Vertreter dieser Liganden
sind TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und Fas ligand (FasL).(177)

Eine Aktivierung der lytischen Aktivitat der NK-Zellen wird dabei durch das
Wechselspiel beziehungsweise die Balance zwischen einer Reihe aktivierender und
inhibitorischer Rezeptoren und ihrer Liganden auf den Zielzellen erreicht. Dieses
komplexe und immer noch nicht vollstandig verstandene Wechselspiel ermoglicht
eine Erkennung transformierter Zellen unabhangig von Zellen der adaptiven
Immunabwehr, das heil3t, es muss keine Sensibilisierung der NK-Zellen gegen
solche Zellen stattfinden. Die Fahigkeit, transformierte Zellen zu erkennen, ist NK-
Zellen also immanent. NK-Zellen nutzen verschiedene Rezeptoren, um
Veranderungen an der Zelloberflache zu erkennen, die mit einer malignen
Transformation verknlpft sein kdonnen. Daneben existieren Rezeptoren, die bei
Aktivierung, zum Beispiel durch physiologisch exprimierte Antigene auf humanen
Zellen, inhibitorisch auf die lytische Aktivitat von NK-Zellen wirken. Schlagt die
~oumme® dieser aktivierenden und inhibierenden Informationen auf die Seite der
Aktivierung, kommt es zur Ausschuttung der Effektorproteine und in der Folge zur
Lyse der Zielzelle.(71, 109)

Die wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren der NK-Zellen sind die sogenannten killer
immunoglobulin-like receptors (KIRs) sowie CD94/NKG2A, die uberwiegend
humanes Leukozyten-Antigen (HLA; major histocompatibility complex, MHC Klasse 1)
oder HLA-E auf den Zielzellen erkennen. Werden also MHC-Molekule der Klasse |

auf der Zielzelle exprimiert, schitzt dies die Zelle in den meisten Fallen vor einer NK-
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vermittelten Lyse. Im Rahmen der malignen Entartung der Zellen kommt es jedoch
nahezu immer zu einer Veranderung des MHC I-Gehaltes der Zellmembran.(51)
Dabei kénnen NK-Zellen aufgrund der differenzierten Expression unterschiedlicher
KIRs auch den Verlust einzelner MHC-Allele erkennen.(131) Damit nimmt der
inhibitorische Einfluss Uber die KIRs ab und es kommt zu einem Uberwiegen
aktivierender Signale (missing-self-Hypothese, vgl. Abbildung 1-5).(89)

Haufig ist das Ausbleiben der inhibitorischen Signale jedoch nicht ausreichend, um
eine Aktivierung der lytischen NK-Funktion zu erreichen.(109) Zusatzlich werden
aktivierende Signale bendtigt, die Uber verschiedene Rezeptorsysteme vermittelt
werden. Neben einzelnen aktivierenden KIRs sind die wichtigsten hier zu nennenden
Rezeptorsysteme NKG2D und die Natural cytotoxicity receptors (NCR) NKp30,
NKp44 und NKp46. Die Liganden des NKG2D-Rezeptors sind, im Gegensatz zu
vielen anderen inzwischen bekannten aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren, identifiziert
und werden als MHC class | chain-related protein A/B (MICA bzw. MICB) bezeichnet.
Weitere von NKG2D erkannte Liganden entstammen der UL76-binding proteins
(ULBP)-Familie. Diese Liganden werden auf einer Reihe von Tumorzelllinien vor
allem epithelialen Ursprungs exprimiert (181) und kdnnen so eine NK-Zell-vermittelte
Lyse dieser Zellen auslosen.

Weniger klar identifiziert sind die Liganden der NCRs. NKp30 und NKp46 werden
konstitutionell auch von ruhenden, nicht aktivierten NK-Zellen exprimiert, wahrend
NKp44 nur auf durch Interleukin 2 (IL-2) aktivierten NK-Zellen nachweisbar ist. Bisher
identifizierte Liganden sind hauptsachlich virale Agglutinine.(173) Welche Liganden
an der durch NCRs vermittelten Lyse von Tumorzellen beteiligt sind, ist nicht
bekannt.(131)

Relevant sind die vorangegangenen Ausfuhrungen fur diese Arbeit vor allem
deshalb, weil als Korrelat fur die NK-Zell-Aktivitat die lytische Funktion der NK-Zellen
bei Weichteilsarkompatienten an einer erythroleukdmischen Zelllinie untersucht
werden soll. Diese Zelllinie, sogenannte K562-Zellen, sind ein klassisches Target fur
NK-Zellen, da ihnen die Expression von MHC |-Molekilen fehlt und dartber hinaus
hsp70 auf den Zellen exprimiert wird (siehe Abschnitt 1.2.6, S. 33). Insofern fehlt der
Zelllinie einerseits ein inhibitorisches Signal, andererseits exprimiert sie einen
aktivierenden Liganden, so dass es zur effektiven Lyse der K562-Zellen durch NK-

Zellen kommt.
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Abbildung 1-5 NK-Zell-Aktivierung in Abhangigkeit vom Rezeptorstatus der Zielzelle. Bei fehlender
MHC-I-Expression auf der Zielzelle sind haufig weitere aktivierende Liganden zur Initiilerung einer
zytotoxischen Wirkung der NK-Zelle erforderlich. Exprimiert die Zielzelle neben aktivierenden
Liganden auch MHC-I, entscheidet das Gleichgewicht aus inhibierenden und aktivierenden Liganden
Uber eine Aktivierung der NK-Zelle (modifiziert nach Lanier (109)).

Neben der von der Funktion des adaptiven Immunsystems weitgehend
unabhangigen lytischen Funktion der NK-Zellen (184) beeinflussen NK-Zellen zum
Beispiel durch Ausschuttung von Zytokinen oder durch Interaktion mit antigen-

prasentierenden Zellen auch das adaptive Immunsystem.(85, 130)
1.2.5 Stimulation der NK-Zell-Funktion durch IL-2

Im Rahmen dieser Arbeit soll nicht nur die Aktivitat der direkt aus Patientenblut

isolierten NK-Zellen bestimmt werden — also die unstimulierte NK-Zell-Aktivitat — ,
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daruber hinaus werden auch Stimulationsassays durchgefuhrt, um einen mdglichen
Weg der Augmentation der NK-Zell-Aktivitdt aufzuzeigen und den Umfang der
madglichen Aktivitatssteigerung abschatzen zu konnen. Hierzu wird Interleukin 2 (IL-2)
eingesetzt. Bei IL-2 handelt es sich um ein Peptidhormon, das insbesondere von T-
Helfer-Zellen im Rahmen der Immunantwort auf verschiedene Noxen ausgeschuttet
wird und das eine Reihe immunkompetenter Zellen aktiviert, unter anderem B- und
T-Lymphozyten, aber auch NK-Zellen.(169) NK-Zellen proliferieren nach Inkubation
mit IL-2 und zeigen eine signifikante Zunahme der zytotoxischen Aktivitat pro
Einzelzelle. Dies geht einher mit Veranderungen der Expression von aktivierenden
NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D oder CD16.(99) AulRerdem zeigen NK-Zellen nach
Inkubation mit IL-2 eine Zunahme der Expression des aktivierenden Rezeptors
NKp44, der auf ruhenden NK-Zellen nicht exprimiert wird (33, 91), und eine Zunahme
des Gehalts an Perforin.(212)

Ruhende, also nicht mittels Zytokinen wie IL-2 aktivierte, NK-Zellen zeigen
zytotoxische Aktivitat nur gegen bestimmte Tumorzelllinien und kénnen in einer
Reihe von Tumorzellen keine Lyse induzieren. Nach Inkubation mit IL-2 erweitert
sich das Spektrum der durch diese NK-Zellen lysierten Tumorzelllinien; die so
generierten Zellen werden als Ilymphokine activated killer cells (LAK)
bezeichnet.(169)

1.2.6 Beeinflussbarkeit der NK-Zell-Aktivitat durch Hyperthermie
Ergebnisse zum Einfluss von Hyperthermie auf die Aktivitdt der NK-Zellen in vitro
und in vivo sind in begrenztem Umfang in den letzten Jahrzehnten publiziert worden.
In einem Fallbericht aus dem Jahr 1982 berichten Zanker und Lange von einem
ausgepragten Anstieg der zytotoxischen Aktivitat von NK-Zellen nach Durchflihrung
einer Ganzkorperhyperthermiebehandlung in  einem Patienten mit Ewing-
Sarkom.(211) In anderen Arbeiten war eine Zunahme der Zytotoxizitat zum Beispiel
unter Anwendung der hyperthermen Extremitaten-Perfusion (140) oder unter
Anwendung der transrektalen Prostatahyperthermie zu beobachten.(187)
Praklinische Daten zeigen jedoch kein eindeutiges Bild: in einigen Studien konnte
unter Hyperthermie eine Zunahme der NK-Zell-Aktivitat in vitro und im Mausmodell
nachgewiesen werden (46, 151), wahrend andere Studien keinen solchen Effekt

belegen konnten.(3, 93, 143) In der Arbeit von Dayanc et al. (31) werden

33



Einleitung

unterschiedliche Mechanismen zur Verstarkung der NK-Zell-Aktivitat unter
Hyperthermie diskutiert. Einerseits scheint eine Temperaturerhdhung Einfluss auf die
Membranlokalisation von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D zu haben,
andererseits bewirkt eine Hyperthermiebehandlung unter Umstanden auch eine
Hochregulation der MICA-Expression auf Tumorzellen, was als unabhangiges
aktivierendes Signal zu sehen ist.

Eine weitere Struktur, deren aktivierende Wirkung auf die lytische Funktion von NK-
Zellen in verschiedenen Publikationen nachgewiesen werden konnte, ist das bereits
weiter oben erwahnte Hitzeschockprotein hsp70. Da es sich um eine Struktur
handelt, deren Expression offensichtlich in Abhangigkeit von der Temperatur des
Milieus variiert, sollen die hierzu veroffentlichen Daten im Folgenden kurz
zusammengefasst werden.

Multhoff und Kollegen konnten nachweisen, dass hsp70 nicht nur intrazellular zu
finden ist, sondern dass Tumorzellen im Gegensatz zu nicht transformierten,
normalen humanen Zellen das Protein auch auf ihrer Zellmembran exprimieren.(135)
Diese Expression ist bislang nur unzureichend verstanden; insbesondere sind die
Mechanismen des Transports von hsp70 an die Zelloberflache bislang nicht erklart.
Globotriaosylceramid (Gb3), ein Glycolipid, scheint an der Expression des

Hitzeschockproteins auf der Zelloberflache beteiligt zu sein.(53)

hsp70
Hyperthermie =
.

—
Stimulation
) Proliferation

Tumor NK-Zelle

Abbildung 1-6 Einfluss der Hyperthermie auf die NK-Zellaktivierung. Erhdhte Temperaturen
fihren zur Zunahme der hsp70-Expression auf Tumorzellen. Hsp70 ist Ligand aktivierender NK-Zell-
Rezeptoren. Im Rahmen der Tumorbehandlung kommt es zum Zerfall von Tumorzellen. Das dabei
freigesetzte hsp70 wirkt ebenfalls aktivierend auf NK-Zellen.

Es konnte in Folge dieser Beobachtungen auch dokumentiert werden, dass hsp70

als Trigger fur die lytische Funktion der NK-Zellen wirken kann. Dabei wurde gezeigt,
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dass im Rahmen einer Hyperthermieanwendung die Expression von hsp70 auf
bestimmten Tumorzelllinien zunimmt und diese Zunahme der Expression mit einer
vermehrten Lyse durch NK-Zellen einhergeht. Diese verstarkte Lyse ist nicht durch
eine ebenfalls beobachtete transiente Abnahme der MHC-Expression zu erklaren,
sondern mit der hsp70-Expression assoziiert (siehe Abbildung 1-6).(134)

Die vermehrte intrazellulare Synthese von hsp70 in hyperthermierten
Korpergeweben ist Teil der wuniversellen Antwort aller Korperzellen auf
Hitzestress(146). Die hitzeinduzierte Expression von hsp70 auf der Zelloberflache ist
aber nur in transformierten Zellen nachweisbar und wurde fur verschiedene
Tumorentitaten berichtet, insbesondere auch fur Osteosarkom- und Ewing-Sarkom-
Zelllinien sowie bei Patienten mit verschiedenen Karzinomen.(135, 159)

In der weiteren Erforschung der Aktivierung von NK-Zellen durch hsp70 konnte ein
Polypeptid, bestehend aus 14 Aminosauren, als der signifikante Bestandteil der
hsp70-Aminosauresequenz identifiziert werden, der zur Aktivierung der NK-Zellen
fuhrt. Dieses Oligopeptid wird als TKD bezeichnet (137) und wurde in verschiedenen
Publikationen zur Stimulation der NK-Zell-Aktivitat eingesetzt, weshalb es auch im
Rahmen der Stimulationsassays in dieser Arbeit zur Anwendung kam.

Eine Hyperthermieanwendung fuhrt in vitro also einerseits zu einem intrazellularen
Anstieg des hsp70-Gehalts, was durch die chaperone-Funktion des
Hitzeschockproteins zur Vermittlung einer Thermotoleranz fuhrt, andererseits macht
die Anwendung die Zellen durch eine vermehrte Expression von hsp70 an der
Zelloberflache suszeptibler flr eine NK-Zell-vermittelte Lyse der Zelle. Welcher der
genannten Effekte fur die klinische Anwendung der Hyperthermie eine groRere Rolle
spielt, ist nicht abschlieRend geklart.

Ob sich ein Einfluss der Hyperthermieanwendung auf die Aktivitat der NK-Zellen in
Patienten nachweisen lasst, die aufgrund eines Weichteilsarkoms mit ICE in
Kombination mit RHT behandelt werden, ist eine der Fragen, die in dieser Arbeit

beantwortet werden sollen.
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2 Fragestellungen

Diese Arbeit befasst sich mit mehreren Teilbereichen der antineoplastischen
Therapie bei Patienten, die aufgrund eines Weichteilsarkoms behandelt werden:

* Einerseits werden klinische Ergebnisse der Therapie von Patienten mit
Weichteilsarkomen untersucht; im Speziellen Ergebnisse der Therapie mit ICE
in Kombination mit regionaler Hyperthermie;

e Daruber hinaus werden Fragestellungen zur Immunologie bei Patienten mit
Weichteilsarkomen bearbeitet; im Speziellen Fragen nach der Aktivitat von
Naturlichen Killerzellen bei diesen Patienten.

FUir beide Teilbereiche der Arbeit sollen im Folgenden die bearbeiteten

Fragestellungen und die zugrundeliegenden Hypothesen erlautert werden.

2.1 ICE + RHT in der Behandlung von Patienten mit lokal

fortgeschrittenen Weichteilsarkomen
Eine Standardtherapie fur Patienten mit lokal fortgeschrittenen Weichteilsarkomen,
bei denen es zu einem Versagen der Erstlinientherapie gekommen ist, ist, wie oben
dargestellt, nach wie vor nicht definiert. ICE in Kombination mit RHT zeigt in

Vorpublikationen vielversprechende Ergebnisse in diesen Fallen.(44)

211 Fragestellungen

Die Hauptfragestellung, die hierzu beantwortet soll, lautet demnach:

Ist ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie eine wirksame
Therapieoption in der Zweitlinientherapie von Patienten mit Ilokal

fortgeschrittenem Weichteilsarkom?

Diese Frage soll durch Berechnung der Haufigkeit eines bildgebenden Ansprechens
und durch Erfassung der Zeit bis zur erneuten Progression beantwortet werden. Als
relevante GroRen fiur die Wirksamkeit einer Zweitlinientherapie wird dartber hinaus
die PFR nach drei und sechs Monaten berechnet. Aullerdem wird das
Gesamtluberleben der behandelten Patienten im Vergleich zu Vorwerten, die aus der
Literatur bekannt sind, bewertet.

Daruber hinaus sollen folgende weiterfuhrende Fragen beantwortet werden:
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21.2

Wie nebenwirkungsreich ist das genannte Therapieschema? Wie h&ufig tritt
Fieber in der Neutropenie nach Therapiedurchfiilhrung auf? Sind
therapieassoziierte Todesfélle zu dokumentieren?

Wie héufig ist eine Dosisreduktion im Laufe der Therapie erforderlich?

Welche Temperaturen kénnen im hyperthermierten Areal erreicht werden?
Ergeben sich Unterschiede bezliglich des Therapieansprechens, der Zeit bis
zur Progredienz der Erkrankung und des Gesamtliberlebens bei Patienten, die
bereits bei Therapiestart eine Fernmetastasierung aufwiesen, und Patienten,
die ausschlie8lich eine lokal fortgeschrittene Erkrankung bei Therapiestart
aufweisen?

Sind Unterschiede hinsichtlich der Wirksamkeit der Therapie bei Patienten mit
méBig (G2) oder schlecht differenzierten (G3) Weichteilsarkomen
festzustellen?

Findet sich ein Unterschied im Gesamt- oder progressionsfreien Uberleben
zwischen den Patienten, die ein Ansprechen auf die Therapie zeigen und den
Patienten, bei denen ein solches Ansprechen nicht nachweisbar war?

Sind histologische Subentitdten zu identifizieren, die besonders gut auf die

Therapie mit ICE + RHT ansprechen?

Hypothese

Basierend auf Vorpublikationen (siehe Abschnitt 1.1.4, S. 18) wurde folgende

Hypothese generiert:
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2.2 NK-Zell-Aktivitdt bei Patienten mit Weichteilsarkom unter
Kombinationsbehandlung mit regionaler Hyperthermie

Es sind unterschiedliche Aktivierungsmechanismen fur die NK-Zell-vermittelte Lyse
bekannt (siehe Abschnitt 1.2.3, S. 30). Eine wichtige Rolle in dieser Aktivierung
scheint wie einleitend ausgefuhrt hsp70 zuzukommen, da eine Expression des
Molekuls auf der Zelloberflache von Tumorzellen eine Lyse dieser Zellen durch NK-
Zellen triggert (135) und frei im Medium vorkommendes hsp70 bzw. dessen Derivat
TKD in vitro die lytische Aktivitat der NK-Zellen steigert.(137)

Die Expression von hsp70 wird durch Stress induziert, wobei das sowohl fur die
intrazellulare Expression wie auch flr die Expression an der Zelloberflache bei
Tumorzelllinien gilt.(55) Als Stress konnen hierbei unterschiedliche Noxen gelten,
unter anderem die Uberwérmung der Zelle, wie sie bei einer
Hyperthermieanwendung erreicht wird. RHT beeinflusst also die hsp70-Expression
(zumindest in vitro) und kdonnte so auch die NK-Zell-Aktivitat beeinflussen. Basierend
auf diesen Uberlegungen wurden die folgenden Fragestellungen und Hypothesen fiir

diese Arbeit generiert:

221 Fragestellungen

Die Hauptfragestellung lautet:

Zeigt sich unter Therapie mit ICE + RHT eine Anderung der spontanen
Iytischen Aktivitdt von NK-Zellen, die aus dem peripheren Blut von Patienten

mit Anthrazyklin-refraktdrem Weichteilsarkom isolierten wurden?

Hierfir wird die NK-Zell-Aktivitat zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Therapie
gemessen.

Daruber hinaus sollen einige weitere Fragen im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden:

* [st bei Patienten mit Erstdiagnose eines Weichteilsarkoms vor Beginn der
chemotherapeutischen  Behandlung eine  spontane  NK-Zell-Aktivitét
nachweisbar?

* st diese spontan vorhandene NK-Zell-Aktivitat durch Stimulation der Zellen

mit Interleukin 2 und TKD beeinflussbar?
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Fragestellungen

» Andert sich die Stimulierbarkeit der NK-Zellen im Verlauf der Therapie (das
heillt ist die Stimulierbarkeit im letzten Therapiezyklus anders als bei
Therapiebeginn)?

e Zeigt sich unter Therapie eine Anderung der absoluten Leukozyten-,

Lymphozyten- und NK-Zell-Zahlen?

2.2.2 Hypothese

Basierend auf den oben ausgefiihrten Uberlegungen wurde folgende Hypothese

formuliert:
Die spontane lytische NK-Zell-Aktivitdt, gemessen an NK-Zellen aus dem
peripheren Blut von Patienten mit fortgeschrittenem Weichteilsarkom, steigt
unter Therapie mit ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie signifikant

an.
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3 ICE + RHT in der Therapie von Weichteilsarkomen

Entsprechend der oben formulierten Hypothese soll im Rahmen der Arbeit die Frage
beantwortet werden, ob eine Kombinationschemotherapie, bestehend aus Ifosfamid,
Carboplatin und Etoposid (ICE) und appliziert in Kombination mit regionaler
Hyperthermie eine vorteilhafte Therapieoption bei Patienten mit Weichteilsarkomen
darstellt, die bereits mit Anthrazyklin-haltigen = Chemotherapieprotokollen

vorbehandelt worden sind.

3.1  Patienten und Methoden

Zu diesem Zwecke wurden zunachst alle Patienten identifiziert, die im Laufe der
letzten Jahrzehnte in der Medizinischen Klinik Il am Campus Gro3hadern des
Klinikums der Universitat Minchen und in assoziierten Kliniken mit ICE behandelt
worden waren. Nach Anwendung verschiedener Einschlusskriterien (siehe Abschnitt
3.1.1) wurden die Daten der so ausgewahlten Patienten hinsichtlich der unter

Abschnitt 2.1.1 (S. 37) genannten Fragestellungen retrospektiv untersucht.

3141 Patientenrekrutierung & Einschlusskriterien

Die Auswahl von Patienten flr die vorliegende Analyse erfolgte anhand von
existierenden Tabellen, die in der Abteilung fir Hyperthermie in der Medizinischen
Klinik Il des Klinikums der Universitat Minchen, Campus GroRhadern, gefluhrt
wurden sowie durch Suche in einer abteilungsinternen Datenbank unter dem
Stichwort ,ICE".

Auf diesem Wege konnten Patienten identifiziert werden, die zwischen 1997 und
2009 am Klinikum GroRRhadern und an kooperierenden Behandlungseinrichtungen

(insbesondere in der Argirov Klinik Starnberger See, Berg) behandelt worden waren.

Fur alle auf diese Weise erfassten Patienten wurde uUberprift, ob sie folgende
Einschlusskriterien erflllen:
* Alter 2 18 Jahre zum Zeitpunkt des Therapiestarts
* Histologisch verifiziertes Weichteil- oder Knochensarkom (hierbei waren alle
Weichteilsarkom-Subentitadten zugelassen, ebenso wie Osteosarkome und
Ewing-Sarkome)

* Tumor-Grading = 2 (also maRig oder schlecht differenzierte Tumore)
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* Nachweis eines progredienten Tumorleidens (im Sinne eines progredienten

vorbestehenden Tumors oder eines neu aufgetretenen Rezidivs)

Einleitung der Therapie mit ICE + RHT

* Behandlung in Kombination mit regionaler Hyperthermie

Alle Einschlusskriterien mussten erflllt sein.

3.1.2 Therapieprotokoll

Die Therapie wurde nach folgendem Schema verabreicht:

Ifosfamid 1500 mg/m? KOF
Carboplatin 100 mg/m? KOF
Etoposid 150 mg/m? KOF
RHT

G-CSF 5 ug/kg KG

Wiederholung ab Tag 29

Tag 1
Ifosfamid ) I
1500 mg/m? KOF
Carboplatin
100 mg/m? KOF
Etoposid )
150 mg/m? KOF
RHT

\
Abbildung 3-1 ICE-Therapieschema
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Die oben genannten Chemotherapeutika wurden entsprechend der Fachinformation
intravends, bevorzugt Uber einen zentralven6sen Zugang, verabreicht; hierbei
wurden Infusionszeiten von 30 Minuten bis zu einer Stunde pro Medikament
angestrebt.

Zur Durchfuhrung der Hyperthermiebehandlung wurden alle Patienten im BSD 2000-
System? je nach Tumorlokalisation unter Verwendung unterschiedlicher Applikatoren
wie Sigma Eye oder Sigma 60 behandelt. Nach einer Aufwarmphase von 30
Minuten, wahrend der Etoposid und Carboplatin infundiert wurden, wurde die
Temperatur Uber 60 Minuten hinweg stabil gehalten. In dieser ,therapeutischen
Stunde® wurde Ifosfamid verabreicht.

Supportiv wurden Antiemetika (Steroide und 5-HT3-Antagonisten) verabreicht und
auf eine ausreichende Volumenversorgung der Patienten zur Verhinderung einer
Nephrotoxizitat geachtet. Darlber hinaus wurden Benzodiazepine (zum Beispiel
Lormetazepam) vor Therapiebeginn zur Anxiolyse und Beruhigung verabreicht. Bei
Auftreten von Schmerzen im Applikator wurde eine Schmerztherapie gemat WHO-
Stufenschema verabreicht. Handelte es sich leistungsabhangige Schmerzen (waren
die Schmerzen also nach Reduktion der Applikatorleistung rucklaufig), wurde die fur
den Patienten maximal tolerable Leistung gewahlt.

Zur Verklrzung der Zytopeniedauer wurde ab Tag 5 des Therapiezyklus bis zum
Erreichen stabiler Leukozytenwerte Uber 2 G/I G-CSF subkutan verabreicht. Dabei
war auch die Verwendung von pegyliertem G-CSF moglich, das einmalig an Tag 5
gegeben wurde.

Vor Applikation jedes Therapiezyklus’ wurde auf eine ausreichende Nierenfunktion
geachtet, abgeleitet nach der Cockcroft-Gault-Formel aus dem Kreatininwert im
Serum. Aulerdem wurde in regelmaligen Abstadnden, zum Beispiel vor
Verabreichung des ersten Zyklus und zu den Staginguntersuchungen, die
Nierenfunktion direkt durch Bestimmung der Kreatinin-Clearance im 24-Stunden-
Sammelurin gemessen.

Die Therapie wurde an Tag 29 mit einem weiteren Zyklus fortgesetzt. Voraussetzung
fur die Therapiefortsetzung war eine Neutrophilenzahl von =1.500/ul und eine
Thrombozytenzahl =100.000/ul. Wurden diese Zahlen an Tag 29 nicht erreicht,

erfolgte die Verschiebung des Therapiezyklus um eine Woche.

2 BSD Medical Corporation, Salt Lake City, UT, USA

43



ICE in der Therapie von Weichteilsarkomen

Eine weitere Kontraindikation zur Fortsetzung der Therapie waren floride Infekte und
Fieber zum Zeitpunkt des Zyklusstarts. Bei fieberhaften Infekten in der
Zytopeniephase erfolgte eine Dosisreduktion auf zunachst 75% der Ausgangsdosis
(zum Beispiel durch Verkurzung des Therapiezyklus auf drei Tage); kam es hierunter
zu erneuten Infekten, war eine weitere Dosisreduktion zum Beispiel auf 50% der
Ausgangsdosis moglich. Eine Dosisreduktion war darUber hinaus bei schlechter
Vertraglichkeit der Therapie nach Maligabe des behandelnden Arztes madglich. Bei
umfangreich zytostatisch vortherapierten Patienten war eine Verringerung der
applizierten Zytostatikadosis auch von Beginn der Therapie an mdglich; auch hier
erfolgte die Reduktion gegebenenfalls nach MalRgabe des behandelnden Arztes.

Geplant waren zunachst stets sechs Zyklen der Therapie, ein Zwischenstaging
wurde nach drei Zyklen — oder bei klinischem Verdacht auf Progression auch friher —
durchgefuhrt. War in einem Zwischenstaging ein Ansprechen oder eine
Erkrankungsstabilisierung dokumentiert, wurde die Therapie bei ausreichend guter
Vertraglichkeit im Regelfall bis zur Komplettierung von sechs beziehungsweise acht
Zyklen fortgesetzt. Bei Auftreten einer Krankheitsprogression wurde die Therapie
abgebrochen und — nach MalRgabe des behandelnden Arztes — in Abhangigkeit vom

Allgemeinzustand des Patienten auf ein alternatives Therapieprotokoll umgestellt.

31.3 Therapieansprechen nach RECIST-Kriterien

Das Therapieansprechen wurde in den meisten Fallen zunachst nach drei
Therapiezyklen, bei Verdacht auf Progression der Erkrankung auch fraher, mittels
bildgebenden Verfahren erfasst. Vorzugsweise wurde hierfur das gleiche
bildgebende Verfahren gewahlt, das auch vor Therapiestart zur Anwendung
gekommen war. Bei Tumoren im Bereich der Extremitaten war dieses Verfahren im
Regelfall die Magnetresonanztomographie, bei Tumoren im Bereich des
Koérperstamms die Computertomographie. Die Bildgebung des Primartumors wurde
um Untersuchungen zum Ausschluss beziehungsweise zur Beurteilung einer
vorhandenen Fernmetastasierung erganzt, wobei dies im Regelfall mittels
Computertomographie des Thorax und des Abdomens sowie mittels Sonographie
des Abdomens erfolgte.

Eine Evaluation des Therapieansprechens erfolgte nach MalRgabe der Response

Evaluation Criteria in Solid Tumours (RECIST), Version 1.0 (188). Hierbei werden vor
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Therapiestart — falls vorhanden — messbare Ziellasionen definiert, die dann unter
Therapie hinsichtlich ihrer Gréllenveranderung untersucht werden. Dabei ist die
Summe der langsten Durchmesser dieser Lasionen (im Schnittbildverfahren)
entscheidend fur die Beurteilung eines Therapieansprechens: Verschwinden die
Ziellasionen komplett, wird von einer Vollremission (Complete remission, CR)
gesprochen; nimmt die Summe der langsten Durchmesser um 30% oder mehr ab,
spricht man von einer Teilremission (Partial remission, PR). Nimmt die Summe der
Durchmesser jedoch um 20% oder mehr unter Therapie zu, muss von einer
progredienten Erkrankung (Progressive disease, PD) ausgegangen werden. Treffen
weder die Kriterien fur ein Voll- noch Teilremission oder die einer Progredienz zu, ist
von einer stabilen Erkrankungssituation (Stable disease, SD, oder No change, NC)
auszugehen.

Der Anteil aller Patienten, die in Staginguntersuchungen ein Ansprechen des Tumors
(also Teil- [PR] oder Vollremission [CR]) aufwiesen, wurde zur Errechnung der
Ansprechrate (objective response rate) herangezogen. Daruber hinaus wurde auch
der Anteil der Patienten berechnet, die keine weitere Progression der Erkrankung
zeigten und mit der Ansprechrate zur Progressionsstoprate zusammengefasst (im
Sinne eines best clinical response). Diese Rate umfasst also den Anteil aller
Patienten, die unter Therapie keine weitere Progression der Erkrankung mehr
aufweisen (also alle Patienten mit CR, PR oder NC).

Zur Berechnung der Remissionsraten wurde neben der Erfassung des
Gesamtansprechens (das heil3t unter Einbeziehung aller Tumormanifestationen, also
lokalem Tumor und eventuell vorhanden Fernmetastasen) auch ein lokales
Ansprechen evaluiert, bei dem ausschliellich das Verhalten des lokalen Tumors

malfgeblich war.

3.1.4 Uberlebensanalyse

Die Uberlebenszeiten der Patienten wurden hinsichtlich des Gesamtiberlebens
(Overall Survival, OS) und des progressionsfreien Uberlebens (Progression Free
Survival, PFS) mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven (57, 86) analysiert. Weiterhin
wurde das des lokal progressionsfreie (Local Progression Free Survival, LPFS) und
das fernprogressionsfreie (Distant Progression Free Survival, DPFS) Uberleben

berechnet, wobei fir das fernprogressionsfreie Uberleben bei Patienten, die vor
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Beginn der ICE + RHT-Therapie bereits unter einer metastasierten Erkrankung litten,
ein Progress der Metastasen und ein Neuauftreten von zusatzlichen Metastasen als
nicht-lokales Ereignis definiert wurde.

Zusatzlich zur medianen progressionsfreien  Uberlebenszeit wurde die
progressionsfreie Uberlebensrate (Progression Free Rate, PFR) berechnet, die den
Anteil nicht-progredienter Patienten nach einem definierten Zeitintervall (drei und
sechs Monate) angibt. Im Gegensatz zum progressionsfreien Uberleben werden fir
die progressionsfreie Uberlebensrate therapieassoziierte Todesfélle zensiert.(193)
Dartber hinaus wurden Subgruppenanalysen durchgefuhrt. Die Unterschiede
hinsichtlich der oben genannten Uberlebenszeiten wurden sowohl bei Patienten mit
und ohne Fernmetastasierung vor Start der Therapie mit ICE und RHT als auch bei
Patienten mit maRig (G2) und schlecht (G3) differenzierten Tumoren auf Signifikanz
gepruft. AuBerdem wurden entsprechende Berechnungen fur histologische
Subgruppen (Leiomyosarkome vs. Liposarkome vs. andere Subentitaten) und flr
Patienten, die ein Ansprechen auf die Therapie mit ICE + RHT gezeigt hatten im
Vergleich zu Patienten ohne Ansprechen durchgefihrt.

Alle Zeitintervalle zur Analyse der Uberlebenszeiten wurden ab dem Startdatum der

Behandlung mit ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie berechnet.

3.1.5 Thermometrie

Zielwert der Temperaturerhdhung im Bereich des Tumors waren 42°C. Es erfolgte
ein Monitoring der Temperaturen durch Thermometrie-Katheter, wie bereits unter
1.1.5.2 (S. 22) ausgefiihrt.

Die Uberwachung der erreichten Temperaturen erfolgte nach MaRgabe der
publizierten Qualitatsstandards.(108) Bei den intratumoral und endoluminal
eingebrachten Kathetern handelt es sich um sogenannte mappbare Katheter, die die
Temperatur nicht nur an einem Punkt erfassen, sondern wiederholte Messungen, im
Regelfall einmal pro Minute, an unterschiedlichen Positionen des Zugangsweges,
jeweils unter Ruckzug um einen Zentimeter, vornehmen. Daraus resultiert ein
Temperaturprofil, das Aussagen Uber die Temperaturverteilung im Tumor (bei
intratumoraler Katheterlage) und im umgebenden Gewebe (bei endoluminaler Lage)

zulasst.
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Aus den so erhobenen Temperaturwerten (nur von intratumoralen und -luminalen
Kathetern, nicht jedoch von Haut- und Blasenkathetern) kdnnen Durchschnittswerte
errechnet werden, die eine Aussage Uber die Qualitat der Hyperthermiebehandlung
zulassen. Es werden die erreichte Maximaltemperatur (Tmax), die Minimaltemperatur
(Tmin) und die in 20%, 50% und 90% der Messungen (T2, Tso und Tgo) erreichten
Temperaturen angegeben. Die Differenz aus Tso und Ty ist dabei ein Gradmesser
fur die Homogenitdt der im Tumor (oder im Tumorbett) erreichten
Temperaturerh6hung.

Vorhandene  Tumorkatheter wurden im Regelfall nach dem ersten
Behandlungszyklus entfernt; danach wurde keine erneute Katheteranlage veranlasst,
sondern die folgenden Therapien anhand der beim ersten Zyklus erhobenen

Temperaturdaten geplant.

3.1.6 Toxizitat

Die Erfassung der Nebenwirkungen der Therapie erfolgte analog zur Common
Terminology Criteria for Adverse Events, Version 3.0.(213) Da es sich um eine
retrospektive Analyse handelt, wurde die Toxizitat anhand der verfigbaren Arztbriefe
und Laborwerte ausgewertet. Nebenwirkungen der Hyperthermiebehandlung wie
Schmerzen, Bolusdruck etc. wurden aus den Behandlungsprotokollen entnommen.
Informationen Uber die applizierten Chemotherapiedosen wurden ebenfalls den

Arztbriefen und Hyperthermiebehandlungsprotokollen entnommen.

31.7 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden zunadchst in einer Tabelle in Microsoft Excel
2003/2007°% zusammengefasst und zur weiteren Analyse in SPSS Version 19*
exportiert.

Der Test auf Signifikanz im Hinblick auf die Verteilung der Patientencharakteristika
erfolgte mittels t-Test bei intervallskalierten Merkmalen und mittels Vierfelder-x*-Test
bei nominalskalierten Merkmalen. Die Thermometriedaten wurden mittels Mann-

Whitney-U-Test auf signifikante Unterschiede getestet.

® Microsoft Corp., Redmond, USA
*1BM Corp., Armonk, USA
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Unterschiede der einzelnen Uberlebenskurven wurden mithilfe des Log Rank-Tests
auf Signifikanz Uberpruft. Signifikante Unterschiede wurden angenommen, wenn

p<0,05 war.
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3.2 Ergebnisse

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der retrospektiven Auswertung des
Krankheitsverlaufs der Patienten dargestellt werden, die zur Analyse nach den oben
genannten Kriterien ausgewahlt wurden. Abbildung 3-2 gibt Auskunft Gber die

Ergebnisse des Selektionsprozesses.

Behandelte Patienten :
n=165 Ausgeschlossene Patienten

n=73

Patientenalter < 18 Jahre
N=2

Nicht-einschlieBbare Histologie
N=2

Grad I-Histologie/ kein

histologisches Grading N=10

Keine dokumentierter
Krankheitsprogress vor Start der
ICE-Therapie
N=30

Keine RHT-Behandlung

In die Analyse
eingeschlossene Patienten
n=92

Abbildung 3-2 Auswahl des analysierten Patientenkollektivs

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass im Zeitraum zwischen 1997 und 2009
insgesamt 165 Patienten am Klinikum GroRhadern sowie an den kooperierenden
Behandlungseinrichtungen mit ICE behandelt worden waren. Eines der unter Punkt
3.1.1 (S. 41) aufgefuhrten Einschlusskriterien war bei insgesamt 73 Patienten nicht
erfullt, sodass diese Patienten von der Analyse ausgeschlossen wurden.

Es wurden 92 Patienten identifiziert, die in die Analyse eingeschlossen wurden. Die
beiden Patienten, die aufgrund einer nicht-einschlieRbaren Histologie behandelt
wurden, litten beide unter einem neuroendokrinen Karzinom. Hervorzuheben ist,

dass dreiRig Patienten von der Analyse ausgeschlossen wurden, weil bei ihnen keine
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progrediente Tumorerkrankung vorlag (zum Beispiel bei Patienten, die nach Ende
einer Erstlinientherapie und Erreichen der Anthrazyklin-Grenzdosis eine stabile,
nicht-operable Tumormanifestation hatten). Alle untersuchten Patienten litten also an
einem fortschreitenden Sarkom vor Beginn der Therapie mit ICE + RHT. Grinde fur
die Verabreichung von ICE ohne begleitende Hyperthermie waren Ablehnung der
RHT-Behandlung durch den Patienten oder fehlender Nachweis einer lokalen,

hyperthermierbaren Tumormanifestation.

3.21 Patientencharakteristika

In Tabelle 3-1 (S. 51) werden die Charakteristika der 92 analysierten Patienten
dargestellt. Alle erfassten Charakteristika werden sowohl fur das Gesamtkollektiv
angegeben wie auch fur die beiden Subgruppen der Patienten mit ausschlief3lich
lokal fortgeschrittenen Erkrankung zum Zeitpunkt des Therapiebeginns sowie der
Patienten mit lokal fortgeschrittenen Erkrankung, bei denen Fernmetastasen
nachweisbar waren.

In der Zusammenschau ergeben sich keine signifikanten Unterschiede fur die beiden
Patientengruppen, abgesehen von einem deutlich hdheren Anteil vorbestrahlter
Patienten in der Gruppe nicht-metastasierter Patienten. Der Anteil an voroperierten
Patienten ist jedoch in der Gruppe mit metastasierter Erkrankung signifikant hoher.
Sowohl fur die Alters- als auch die Geschlechterverteilung zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, ebenso wenig wie fur den Anteil
an Extremitaten-Tumoren im Vergleich zu Tumoren des Koérperstammes. Auch der
Differenzierungsgrad (maRig/schlecht differenziert, G2/G3) der Tumore war in den
beiden Subgruppen nicht signifikant unterschiedlich, jedoch ist der Anteil an G3-
Tumoren in der metastasierten Gruppe tendenziell hoher.

Die Mehrheit der Patienten mit metastasierter Erkrankung litt unter pulmonalen
Metastasen, wobei in Tabelle 3-1 nur die primare Metastasenlokalisation angegeben
ist. Nicht einzeln aufgefuhrte Metastasenlokalisationen umfassen zum Beispiel Haut-,
Weichteil- und ossare Metastasen.

Die haufigsten fir diese Auswertung diagnostizierten STS-Subentitaten waren
Liposarkome und Leiomyosarkome. Andere Subentitaten kamen insgesamt seltener
vor, zum Beispiel NOS (not otherwise specified Sarkome) oder maligne periphere
Nervenscheidentumore (MPNST).
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Lokal fortschritten Lokal fortgeschritten + Alle Patienten p-
metastasiert Wert
(n=45) (n=47) (n=92)

Jahre (Wertebereich) 56 (18 — 74) 48 (22 - 77) 52 (18 — 77)

<50 Jahre 14 (31%) 26 (55%) 40 (43%)

Geschlecht

=}
a
w

Weiblich 21 (47%) 26 (55%) 47 (51%)

Vortherapien

Ja 33 (73%) 44 (94%) 77 (84%)

Vorbestrahlung 0,003

Nein 16 (36%) 32 (68%) 48 (52%)

Tumorlokalisation

=}
©
N

Nicht-Extremitaten 32 (71%) 35 (74%) 67 (73%)

Art der Progression

Rezidiv 24 (53%) 15 (32%) 39 (42%)

Metastasenlokalisation vor
Start der ICE-Therapie

Leber 10 (21%)

N

21 (47%) 13 (28%)

34 (37%)

Liposarkom 15 (33%) 4(9%) 19 (21%)

NOS 4(9%) 5 (11%) 9 (10%)

Rhabdomyosarkom 2 (4%) 3 (6%) 5 (5%)

Andere 13 (30%) 17 (36%) 30 (33%)

Tabelle 3-1 Patientencharakteristika
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Informationen zu den durchgefuhrten Vortherapien sind Abbildung 3-3 zu

entnehmen.
In die Analyse
eingeschlossene Patienten
n=92
v : v
Lokal fortgeschrittene Erkrankung Lokal fortgeschrittene und
n=45 metastasierte Erkrankung n=47
Vorhergehende Chemotherapie Vorhergehende Chemotherapie
Anthracyclin-basierte Anthracyclin-basierte
Erstlinientherapie 45 (100%) Erstlinientherapie 47 (100%)
ICE als ICE als
Zweitlinientherapie 33 (73%) Zweitlinientherapie 33 (70%)
ICE als Dirittlinien- oder spatere ICE als Dirittlinien- oder spatere
Therapie 12 (27%) Therapie 14 (30%)
ICE-Behandlung ICE-Behandlung
Median Zyklen 4 Median Zyklen 3
Wertebereich 1-8 Wertebereich 1-8
RHT-Behandlung RHT-Behandlung
Median Behandlungen 7 Median Behandlungen 6
Wertebereich 2-13 Wertebereich 1-16
Abbildung 3-3 Details zu Vortherapien und applizierte ICE+RHT-Zyklen

Alle Patienten waren mit Anthrazyklin-haltigen Vortherapien behandelt worden. In
beiden Patientengruppen erhielten etwa drei Viertel der Patienten ICE in
Kombination mit RHT als Zweitlinientherapie nach Progress unter oder Rezidiv nach
Durchfuhrung einer Erstlinientherapie. Bei den verbleibenden Patienten wurde ICE +
RHT im spateren Krankheitsverlauf, zum Beispiel als Dritt- oder Viertlinientherapie
verabreicht.

Die Anzahl an applizierten ICE-Zyklen und an RHT-Behandlungen war fur die
Patientengruppe mit metastasierter Erkrankung im Median etwas geringer als bei
den Patienten ohne Nachweis von Metastasen. Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant. (p=0,136 fur die Anzahl der Therapiezyklen bzw. p=0,377 fur die Anzahl
der RHT-Behandlungen)
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3.2.2 Thermometrie

Die Auswertung der Thermometriedaten hat zum Ziel, einerseits eine Einschatzung
der Qualitat der Hyperthermiebehandlung zu ermdglichen und andererseits
Ruckschlisse auf den Anteil abzuleiten, den die Hyperthermiebehandlung am
Behandlungserfolg insgesamt hat. Die hierbei zu betrachtenden GroRen sind die
Temperaturen, die im Tumor maximal erreicht werden (abgebildet durch Tpnax und
Ty0) sowie die Temperaturverteilung als Mall fur die Homogenitat der
Temperaturerh6hung im vordefinierten Behandlungsfeld.

Eine Auswertung der Thermometriedaten war bei 48 der insgesamt 92 behandelten
Patienten mdglich. Bei 14 Patienten war eine intratumorale Thermometrie erfolgt; bei
43 Patienten wurden Daten mittels endoluminaler Messungen (vergleiche Abschnitt
1.1.5.2, S. 22) erhoben. Bei neun Patienten waren demnach sowohl intratumorale als
auch endoluminale Messungen durchgefuhrt worden.

Grinde fur die Nichtverfigbarkeit von Thermometriedaten waren insbesondere
Tumore, die nicht durch endoluminale Katheter erreichbar waren (zum Beispiel im
Bereich der Extremitaten oder im Bereich der Brustwand). Bei diesen Patienten
wurde die Einbringung eines Katheters in den Tumor als zu invasiv angesehen. Eine
routinemaRig bei allen Patienten erfolgte Uberwachung der Hauttemperatur im
Hyperthermieareal eignete sich nicht fur eine thermometrische Auswertung.

In Abbildung 3-4 und in Tabelle 3-2 werden die im Durchschnitt aus allen Messungen
berechneten Werte flr Tmax, T20, Tso, Teo und Tmin angegeben. Die im Tumor
erreichten Temperaturen waren fur alle angegebenen Werte durchschnittlich hoher

als bei endoluminaler Messung.

Trmax T2 Tso Too Thmin
Mittelwert 41,36 40,17 39,46 38,53 37,63
intratumoral
Mittelwert 39,88 39,29 38,92 38,16 37,24
endoluminal
Tabelle 3-2 Erreichte Durchschnittstemperatur im Hyperthermieareal bei intratumoraler

und endoluminaler Messung
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Abbildung 3-4 Erreichte Durchschnittstemperatur im Hyperthermieareal bei intratumoraler
(rot) und endoluminaler (schwarz) Messung

Zielwert der Temperaturerhdhung im Tumor waren 42 °C. Dieser wurde bei
insgesamt vier Patienten als Tmax mit intratumoraler Temperaturbestimmung erreicht,
also bei insgesamt 29% der Patienten. Bei endoluminaler Messung wurden 42 °C
(wiederum als Tnax) bei zwei Patienten erreicht, das entspricht einem Anteil von 5%.

Als Mal} fur die Homogenitat der Temperaturerhdhung erfolgt die Berechnung der
Differenz  aus den Durchschnittswerten fur Tso und Tgo aus allen
Hyperthermiebehandlungen in einem Patienten. Je kleiner die Differenz ist, umso
homogener ist die Temperaturverteilung im Tumor beziehungsweise im Hohlorgan in
der Nahe des Tumors. Durch Auftragung der Differenz gegen Ty (als Mal} fur die
erreichte Temperatur) in Abbildung 3-5 ergibt sich ein Scattergramm, das die
Temperaturverteilung veranschaulicht. Es erfolgte wiederum eine getrennte
Erfassung der Ergebnisse fur intratumorale und endoluminale Messung. Einzelne
Messungen zeigen Differenzen im Bereich von knapp unter 2 °C, die Mehrheit liegt

jedoch im Bereich von <1 °C.
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Abbildung 3-5 Temperaturverteilung intratumoral (rot) und endoluminal (schwarz)

Abbildung 3-6 zeigt die durchschnittlichen Temperaturen an, die bei Patienten mit
Nachweis eines radiologischen Ansprechens erreicht wurden, und setzt diese in
Verhaltnis zu den Temperaturen, die in Patienten dokumentiert wurden, die kein
Ansprechen auf ICE + RHT zeigen. Signifikante Unterschiede waren hier nicht
nachweisbar. Sowohl fur Ty als auch fur die Homogenitat der Temperaturwerte

wurden fur alle Patienten mit bildgebendem Ansprechen durchschnittliche Werte

erreicht.
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Abbildung 3-6 Temperaturverteilung bei Patienten mit radiologischer Remission unter

ICE+RHT (gelb) und ohne radiologisches Ansprechen (blau)
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3.23 Toxizitat

Die Haufigkeit von Komplikationen und Nebenwirkungen eines Therapieprotokolls
stellt eine wichtige GroRe zur Beurteilung der Anwendbarkeit dieser Therapie dar. So
konnen Patientengruppen identifiziert werden, fur die diese Therapie in Frage
kommt. Die Erfassung des Nebenwirkungsprofils war bei retrospektiver
Datenerhebung jedoch erschwert, da eine Analyse nur anhand vorliegender
Arztbriefe und Labordaten moglich war.

Tabelle 3-3 (S. 57) zeigt die Haufigkeit von hamatologischen Nebenwirkungen der
Therapie. Bei zwei Dritteln der Patienten traten Grad Ill- oder Grad V-
Nebenwirkungen auf. Eine hamatologische Toxizitat Grad Il ist hierbei definiert als
Abfall der Leukozyten auf Werte < 1.000/ul und/oder Abfall der Thrombozyten auf
Werte < 50.000/ul. Eine viertgradige Toxizitat (als ,lebensbedrohlich® eingeschatzt)
liegt vor, wenn die Leukozytenwerte < 500/ul abfallen und/oder Thrombozytenwerte
von < 25.000/pl auffallen.

Eine solche viertgradige Toxizitat trat im Verlauf der Therapie mindestens einmalig
bei etwa der Halfte der Patienten auf, bei weiteren 20% kam es zu drittgradigen
Hamatotoxizitaten.

Ein Drittel der Patienten entwickelte unter Therapie Fieber in einer Zytopeniephase.
Es traten zwei Chemotherapie-assoziierte Todesfalle auf, beide bedingt durch
septische Komplikationen bei Zytopenie im Intervall. Einer dieser Patienten
entwickelte die septischen Komplikationen, die schlussendlich zum Tod fuhrten, nach
dem ersten Behandlungszyklus; der zweite betroffene Patient verstarb nach dem
dritten Zyklus.

Daruber hinaus verstarb ein Patient an Komplikationen einer Operation nach einem
Zyklus ICE + RHT, die jedoch nicht in Zusammenhang mit der Chemotherapie zu
sehen sind.

Bei der Halfte der Patienten war aufgrund der oben ausgefluhrten Nebenwirkungen
eine Dosisreduktion erforderlich. Bei einem erheblichen Anteil der Patienten war
jedoch von vorne herein bereits eine Dosisreduktion nach MalRgabe des
behandelnden Arztes erfolgt, zum Beispiel bei ausgepragten Vortherapien, sodass
50% der Patienten nie einen volldosierten Chemotherapiezyklus erhielten. Weitere

Dosisreduktionen waren auch bei diesen Patienten mdglich.
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Lokal Lokal fortgeschritten + Alle Patienten p-Wert
fortgeschritten metastasiert
(n=45) (n=47) (n=92)
Hamatologische
Toxizitat
e 8 (18%) 9 (19%) 17 (18%) 1,0
Ve 23 (51%) 22 (48%) 45 (49%) 0,84
Fieber in Zytopenie 16 (36%) 13 (28%) 29 (32%) 0,50
Chemotherapie- 2 (4%) - 2 (2%) 0,24
assoziierte Todesfille
Dosisreduktion 23 (51%) 24 (51%) 47 (51%) 1,0
erforderlich
Patienten, die nie 100% 24 (53%) 22 (47%) 46 (50%) 0,68
der Dosis erhalten
haben
Tabelle 3-3 Nebenwirkungsprofil der Chemotherapie und resultierende Dosisreduktion

Abbildung 3-7 fasst die durchschnittlich applizierte Dosis fur alle behandelten
Patienten zusammen. Wahrend im ersten Zyklus durchschnittlich knapp tUber 80%
der Gesamtdosis verabreicht worden waren, fiel dieser Wert fur den vierten Zyklus
bereits unter 70% ab. Im sechsten applizierten Zyklus war die Durchschnittsdosis auf

knapp Uber 60% reduziert worden.
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Abbildung 3-7 Durchschnittliche verabreichte Chemotherapiedosis fiir die einzelnen Zyklen
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3.24 Tumoransprechen

Trotz Definition neuer ZielgroRen zur Beurteilung des Therapieerfolges in der
Behandlung von Weichteilsarkomen (siehe Abschnitt 1.1.3.1, S. 8) ist das
bildgebende Ansprechen des Tumors, das heilt das Erreichen einer
Tumorvolumenreduktion, unverandert Ziel einer jeden zytostatischen Behandlung.
Dieses Ansprechen wurde, wie oben beschrieben (siehe 3.1.3, S. 44), nach den
RECIST-Kriterien retrospektiv erfasst. Dabei wurde stets das Ergebnis des zuletzt
wahrend oder unmittelbar nach Therapie durchgeflihrten Stagings als relevant
erfasst, das heil3t das Ansprechen bei einem Patienten, der in einem
Abschlussstaging nach sechs Zyklen ICE in Kombination mit RHT eine Teilremission
aufwies, wurde als PR gewertet, wahrend bei einem Patienten, der nach zwei Zyklen
der Therapie eine partielle Remission zeigte, bei dem jedoch nach sechs Zyklen eine
progrediente Erkrankung auffiel, eine Einteilung des Ansprechens in PD erfolgte. Die

Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 3-4 zusammengefasst.

Lokal fortgeschritten  Lokal fortgeschritten  Alle Patienten

+ metastasiert

(n=45) (n=47) (n=92)
Keine messbaren 8 (18%) 1(2%) 9 (10%)
Lasionen
Messbare Lasionen 37 (82%) 46 (98%) 83 (90%)
Vollremission 1 (3%) 0 1 (1%)
Teilremission 7 (18%) 3 (7%) 10 (12%)
Unveréndert 14 (39%) 12 (26%) 26 (31%)
Progrediente 8 (22%) 28 (60%) 36 (44%)
Erkrankung
Nicht evaluierbar 7 (18%) 3 (7%) 10 (12%)
Gesamtansprechens- 21% 7% 13%
rate
Progressionsstop- 60% 33% 44%
rate
Tabelle 3-4 Tumoransprechen auf die Kombinationstherapie
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Bei durchschnittlich 90% aller Patienten lagen bei Start der Therapie messbare
Lasionen vor, sodass nur diese Patienten in die Analyse mit eingeschlossen werden
konnten. Bei den verbleibenden Patienten war unmittelbar vor Start der Therapie mit
ICE in Kombination mit RHT eine Tumorresektion bei Lokalrezidiv erfolgt, so dass
keine Ziellasion zur Beurteilung des Ansprechens vorhanden war.

Bei einem Patienten mit lokal fortgeschrittener Erkrankung ohne Nachweis einer
Fernmetastasierung war eine Vollremission nach Durchfuhrung der Therapie zu
dokumentieren, dies entspricht einem Anteil von 1% aller Patienten. Teilremissionen
wurden bei insgesamt 10 Patienten gesehen, diese waren Uberwiegend der nicht-
metastasierten Patientengruppe zuzuordnen.

22% der nicht-metastasierten beziehungsweise 60% der Patienten mit Metastasen
vor Therapiestart (insgesamt 44%) zeigten eine progrediente Erkrankung unter der
Therapie mit ICE in Kombination mit RHT.

Bei 39% der nicht-metastasierten Patienten und 26% der metastasierten Patienten
war keine Anderung der Lasionen unter Therapie feststellbar, sodass bei insgesamt
31% aller eingeschlossenen Patienten eine NC-Situation vorlag.

Aus den oben genannten Daten errechnet sich eine Gesamtansprechrate (objective
response rate) von 21% bei den nicht-metastasierten Patienten und von 7% bei den
metastasierten Patienten, fUr die Gesamtpopulation lag diese Rate bei 13%.
Remissionen waren in Patienten mit Leiomyosarkomen, not-otherwise-specified
(,NOS“)-Sarkomen, Rhabdomyosarkomen und jeweils einem Patienten mit
Fibrosarkom, malignem Riesenzelltumor, Liposarkom und Synovialsarkom
nachweisbar. FlUr Patienten mit NOS-Sarkomen ist dabei eine im Vergleich zur
Gesamtpopulation Uberdurchschnittliche Ansprechrate (33%, 3 PR in insgesamt 9
behandelten Patienten) nachweisbar.

Die Progressionsstoprate (best clinical response rate) lag bei den nicht-
metastasierten Patienten bei insgesamt 60% und bei den Patienten mit Metastasen
vor Therapiestart bei 33%. FUr die gesamte Population errechnet sich eine
Progressionsstoprate von 44%.

Von Interesse war auch die lokale Ansprechrate bei Patienten mit metastasierter
Erkrankung im Vergleich zur Ansprechrate fur alle Tumorldsionen, da mit
Durchfuhrung einer RHT-Behandlung ein lokales Therapieverfahren gewahlt wurde,

uber dessen Einfluss auf nicht hyperthermierte Lasionen (zum Beispiel pulmonale

59



ICE in der Therapie von Weichteilsarkomen

Metastasen) kein abschlieend gesichertes Wissen vorhanden ist. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 3-5 dargestellt.

Lokal fortgeschritten + metastasiert

(n=47)
Lokales Ansprechen Ansprechen lokal + fern
Keine messbaren 1(2%) 1(2%)
Lasionen
Messbare Lasionen 46 (98%) 46 (98%)
Vollremission 0 0
Teilremission 6 (14%) 3 (7%)
Unverandert 19 (40%) 12 (26%)
Progrediente 18 (39%) 28 (60%)
Erkrankung
Nicht evaluierbar 3 (7%) 3 (7%)
Gesamtansprechen 14% 7%
Tabelle 3-5 Lokale Ansprechrate bei Patienten mit metastasierter Erkrankung vor

Therapiestart im Vergleich zur Ansprechrate aller Tumorlokalisationen

Hier zeigt sich, dass die lokale Ansprechrate im Vergleich zur Ansprechrate aller
Tumorlokalisationen doppelt so hoch liegt, bei 14%. Dies ist bedingt durch die hohere
Anzahl von lokalen partiellen Remissionen. Vollremissionen konnten in diesen

Patienten auch lokal nicht dokumentiert werden.

3.25 Uberlebensanalysen

Anhand der erhobenen Daten wurden Analysen zum Gesamtuberleben und
progressionsfreien Uberleben erstellt, wobei das progressionsfreie Uberleben sowohl
fur alle Ereignisse als auch als Subanalyse flur lokale und nicht-lokale Ereignisse
berechnet wurde. Dies sollte erneut eine Einschatzung des Beitrages der RHT am
Gesamtbehandlungserfolg erlauben. DarUber hinaus erfolgten gesonderte
Berechnungen fur Patienten mit metastasierter Erkrankung im Vergleich zu Patienten

ohne Nachweis von Fernmetastasen vor Beginn der Therapie.
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3.2.5.1 Gesamtiiberleben (OS)

Die Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtuberleben fur die gesamte untersuchte
Patientenpopulation ist in  Abbildung 3-8 dargestellt. Die mediane
Nachbeobachtungszeit fur alle Patienten war 46 Monate (Wertebereich 0 — 144
Monate); nach 70 Monaten zeigt sich ein Plateau beim Gesamtiberleben von 17%.
Das mediane Gesamtiberleben fir alle Patienten betragt 17 Monate (95%-
Konfidenzintervall [KI] 11,5 — 22,5 Monate).

1 Median ~I1Gesamtuberleben
07 =+ Zensiert

0,8

0,67

Gesamtiiberleben

" —

0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Monate ab Start ICE+RHT

Abbildung 3-8 Kaplan-Meier-Kurve zum Gesamtuberleben fiir alle untersuchten Patienten

In Abbildung 3-9 werden die Gesamtuberlebenskurven der metastasierten und nicht-
metastasierten Patientengruppen in Vergleich gesetzt. Bei nicht-metastasierten
Patienten  betragt das mediane Gesamtuberleben nach  Start der
Kombinationstherapie mit ICE und regionaler Hyperthermie 23 Monate (95%-KI 14,8
— 31,2 Monate), wahrend metastasierte Patienten ein Gesamtiberleben von im
Median 12 Monaten (95%-KI 6,8 — 17,2 Monate) zeigen. Die Unterschiede zwischen
den beiden Patientengruppen sind nicht signifikant (p=0,089), wenngleich das
Gesamtuberleben bei nicht-metastasierten Patienten tendenziell, aber nicht

signifikant besser ist als bei Patienten mit Metastasen bei Therapiestart.
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Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiberleben fiir nicht-metastasierte (griin)
und metastasierte Patienten (rot)

Auch beim Vergleich von Patientengruppen mit G2- und G3-Tumoren zeigen sich,

wie der Abbildung 3-10 zu entnehmen

hinsichtlich des Gesamtiiberlebens.
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Abbildung 3-10
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Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiiberleben fiir Patienten mit G2- (tiirkis) und

Im Median betragt das Gesamtuberleben bei Patienten mit schlecht differenzierten
Tumoren (G3-Gruppe) 16 Monate (95%-KI 9,9 — 22,1 Monate), wahrend bei
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Patienten mit maRig differenzierten Tumoren (G2-Gruppe) die entsprechende
Uberlebenszeit mit 19 Monaten (95%-KI 3,6 — 34,3 Monate) nicht signifikant langer
ist.

Daruber hinaus wurde das Gesamtuberleben auch noch auf signifikante
Unterschiede bei Vorliegen eines mafig (G2) oder schlecht (G3) differenzierten
Tumors in den Subgruppen fur Patienten mit nicht-metastasierter und metastasierter
Erkrankung gepruft. Die Kaplan-Meier-Kurven kdénnen den Abbildungen 3-11 (nicht-

metastasierte Patienten) und 3-12 (metastasierte Patienten) entnommen werden.
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Abbildung 3-11 Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiberleben fir nicht-metastasierte Patienten

mit G2- (tirkis) und G3-Tumoren (orange)

Bei den Patienten, die vor Therapiestart keine Fernmetastasierung aufweisen, zeigt
sich kein signifikanter Unterschied fur das Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad des vorliegenden Tumors. Das Gesamtuberleben fur Patienten
mit schlecht differenzierten Tumoren ist hier jedoch tendenziell langer als bei
Patienten mit maRig differenzierten Tumoren: Im Median betragt dieses bei Patienten
mit G2-Tumoren 13 Monate (95%-Kl 4,2 — 21,8 Monate), bei Patienten mit G3-
Tumoren 27 Monate (95%-KI 15,2 — 38,8 Monate).
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Abbildung 3-12 Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtiberleben fiir metastasierte Patienten mit
G2- (tirkis) und G3-Tumoren (orange)

Fur Patienten mit metastasierter Erkrankung vor Therapiestart zeigt sich ein
signifikanter Unterschied flir das Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad des vorliegenden Tumors: Patienten mit maRig differenziertem
Tumor (G2) haben ein signifikant langeres Gesamtiberleben (im Median 31 Monate,
95%-Kl1 13,9 — 48,1 Monate) im Vergleich zu Patienten mit schlecht differenziertem
Tumor (G3; im Median 10 Monate, 95%-KI 7,8 — 12,2 Monate).

Bei Analyse des Gesamtiberlebens nach Bildung von Subgruppen aufgrund der
Sarkom-Subentitat (Liposarkom vs. Leiomyosarkom vs. andere Subentitat) ist eine
signifikant langere Uberlebenszeit fir Patienten mit Liposarkomen zumindest im
Vergleich mit Patienten mit Nicht-Lipo-/Nicht-Leiomyosarkomen nachweisbar
(p=0,035). Leiomyosarkom-Patienten zeigen im Vergleich zu Liposarkom-Patienten
ebenso wie im Vergleich zu Patienten mit anderen Subentitaten keine signifikant
unterschiedliche Gesamtiiberlebenszeit. Die medianen Uberlebenszeiten und die
Signifikanzlevels kdnnen der Tabelle 3-6 entnommen werden, die Uberlebenskurven
sind in Abbildung 3-13 dargestellt.
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Abbildung 3-13 Kaplan-Meier-Kurven zum  Gesamtiberleben in  Abhangigkeit vom

histologischen Subtyp

Liposarkom Leiomyosarkom  Andere p-Wert
Subentitat

Medianes 31 (6,4 — 55,6) 17 (0 — 34,5) 15 (8,3 —21,7)
Gesamtiiberleben
(Monate)
Lipo vs. Leio 0,236
Leio vs. andere 0,824
Lipo vs. andere 0,035
Tabelle 3-6 Medianes Gesamtiberleben (95%-Konfidenzintervalle) in Abhangigkeit vom

histologischen Subtyp

Bei Betrachtung der Patienten, die ein Ansprechen auf die Therapie mit ICE + RHT
gezeigt hatten, fiel auf, dass Patienten mit der histologischen Diagnose eines NOS-
Sarkoms (,not otherwise specified*) relativ viele dieser Patienten ausmachten. In
NOS-Sarkomen war eine Ansprechrate von 33% zu dokumentieren (3 x PR),
wahrend fur die Gesamtpopulation die Ansprechrate mit 13% deutliche niedriger lag.
Daraufhin wurde eine Analyse des Gesamtuberlebens der NOS-Patienten im
Vergleich zu den Patienten mit anderer Histologie durchgeflhrt. Die Ergebnisse

kénnen Abbildung 3-14 enthommen werden.
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Abbildung 3-14 Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtlberleben fiir Patienten mit NOS-Sarkom

im Vergleich zu Patienten mit anderer Histologie

Das Gesamtuberleben fur NOS-Patienten war mit im Median 11 Monaten (95%-KI
8,1 — 13,9 Monate) tendenziell kurzer als fur Patienten mit anderer Histologie
(Median 17 Monate, 95%-KI 10,8 — 23,2 Monate).

Um die Frage zu beantworten, ob ein Ansprechen (PR oder CR) auf die Therapie mit
ICE + RHT zu einem langeren Gesamtliberleben der Patienten beitragen kann,
wurden Analysen zum Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom Ansprechen auf die
Kombinationstherapie durchgefihrt. Dabei ergibt sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Patienten, die ein objektives Ansprechen unter Therapie zeigen und
denjenigen Patienten, bei denen eine Stabilisierung zu erreichen ist oder die einen
Progress der Erkrankung erleiden. Im Median betragt das Gesamtiberleben flr
Patienten mit Ansprechen auf die Therapie 23 Monate (95%-KIl 0 — 53,5 Monate) und
ist damit tendenziell langer als fur Patienten ohne Ansprechen (im Median 15
Monate, 95%-KI 7,5 — 22,5 Monate, vgl. Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15 Kaplan-Meier-Kurven zum  Gesamtiberleben in  Abhangigkeit vom

Ansprechen auf die Therapie mit ICE + RHT

Aufgrund des fehlenden Nachweises eines Uberlebensvorteils fiir Patienten mit
Therapieansprechen wurde eine entsprechende Analyse auch ausschlie3lich fur
Patienten mit nicht metastasierter Erkrankung durchgefuhrt, da hier der Anteil an
Patienten mit Nachweis eines Therapieansprechens hoher ist als fur Patienten mit

Fernmetastasen. Die Ergebnisse kdnnen Abbildung 3-16 enthommen werden.
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Abbildung 3-16 Kaplan-Meier-Kurven zum Gesamtlberleben in Abhangigkeit vom

Ansprechen auf die Therapie mit ICE + RHT in nicht metastasierten Patienten
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Auch hier zeigt sich kein signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten, in denen durch
ICE+RHT eine signifikante Tumormassenreduktion erreicht werden konnte. Im
Median betragt das Gesamtuberleben fur Patienten ohne Fernmetastasierung nach
Ansprechen auf die Therapie 16 Monate (95%-KI 2,1 — 29,9 Monate). Das
Gesamtuberleben fur Patienten ohne Ansprechen erreicht 19 Monate (95%-Kl 7,8 —
30,2 Monate).

3.2.5.2 Progressionsfreies Uberleben (PFS)

Zur Berechnung des progressionsfreien Uberlebens wurden sowohl eine Progredienz
oder das Wiederauftreten eines lokalen Tumors als auch das Auftreten oder das
signifikante GroRenwachstum von Metastasen bei bereits vorbestehender
Metastasierung als Ereignis gewertet. Der Tod des Patienten war ebenfalls ein
Ereignis, das in der Berechnung des PFS Beachtung fand. Die Kaplan-Meier-Kurve
zum progressionsfreien Uberleben aller untersuchten Patienten ist in Abbildung 3-17
dargestellt.

Das mediane progressionsfreie Uberleben fiir alle untersuchten Patienten betrug 5
Monate (95%-KI 3,0 — 7,0 Monate).
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Abbildung 3-17 Kaplan-Meier-Kurve zum progressionsfreien Uberleben fiir alle untersuchten
Patienten
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Bei Vergleich der bereits vor Therapiestart metastasierten Patienten mit der nicht-
metastasierten Patientengruppe zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied:
Patienten mit Metastasen zum Zeitpunkt des Therapiestarts haben ein medianes
progressionsfreies Uberleben von 4 Monaten (95%-KI 2,2 — 5,8 Monate), wahrend
fur nicht metastasierte Patienten mit im Median 8 Monaten (95%-KI 4,6 — 11,4
Monate) ein signifikant langeres progressionsfreies Uberleben zu dokumentieren ist

(p=0,001). Die entsprechenden Kurven finden sich in Abbildung 3-18.
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Abbildung 3-18 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben fiir nicht-

metastasierte (griin) und metastasierte Patienten (rot)

Der Unterschied im PFS fur Patienten mit G2- und mit G3-Tumoren ist nicht
signifikant. Im Median ist der progressionsfreie Zeitraum bei Patienten mit malig
differenzierten Tumoren (G2-Gruppe; Median 7 Monate, 95%-KIl 3,9 — 10,1 Monate)
erneut tendenziell langer als bei Patienten mit schlecht differenzierten
Weichteilsarkomen (G3-Gruppe; Median 5 Monate, 95%-KI 3,7 — 6,3 Monate). Die

Kaplan-Meier-Kurven zu den Berechnungen finden sich in Abbildung 3-19.
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Abbildung 3-19 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben fiir Patienten mit G2-

(tirkis) und G3-Tumoren (orange)

Auch fiir das progressionsfreie Uberleben wurden wieder weiterfiihrende Analysen in
den Subgruppen der nicht-metastasierten und metastasierten Patienten hinsichtlich
der Unterschiede bei Vorliegen eines G2- oder G3-Tumors durchgefuhrt. Die
Ergebnisse kdnnen den Abbildungen 3-20 und 3-21 entnommen werden.

Fur Patienten mit nicht-metastasierter Erkrankung betragt das mediane
progressionsfreie Uberleben bei Diagnose eines maRig differenzierten Tumors (G2)
8 Monate (95%-KI 0,3 — 15,7 Monate), bei schlecht differenziertem Tumor (G3) 10
Monate (95%-KI 7,1 — 12,9 Monate). Dieser Unterschied ist nicht signifikant.

Auch bei Patienten mit metastasierter Erkrankung ergibt sich kein signifikanter
Unterschied: Patienten mit G2-Tumoren erreichen eine progressionsfreie
Uberlebenszeit von im Median 6 Monaten (95%-KI 1,6 — 10,4 Monate), bei Patienten
mit G3-Tumoren ist diese mit 2 Monaten (95%-KlI 0,8 — 3,2 Monate) tendenziell

klrzer.
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Abbildung 3-20 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben fiir nicht-

metastasierte Patienten mit G2- (tlirkis) und G3-Tumoren (orange)
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Abbildung 3-21 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben fiir metastasierte

Patienten mit G2- (tlirkis) und G3-Tumoren (orange)

In der Betrachtung des progressionsfreien Uberlebens in Abhéngigkeit vom
histologischen Subtyp ist diese flr Liposarkome im Vergleich zu anderen
Subentitaten erneut signifikant langer (p=0,041); abgesehen davon finden sich

jedoch keine signifikanten Unterschiede (vgl. Abbildung 3-22 und Tabelle 3-7).
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Abbildung 3-22 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben in Abhangigkeit vom

histologischen Subtyp

Liposarkom Leiomyosarkom  Andere p-Wert
Subentitat

Medianes 11 (8,3 —-13,7) 5(1,1-8,8) 5(83,8 -6,2)
progressionsfreies
Uberleben (Monate)
Lipo vs. Leio 0,262
Leio vs. andere 0,855
Lipo vs. andere 0,041
Tabelle 3-7 Medianes progressionsfreies Uberleben (95%-Konfidenzintervalle) in

Abhangigkeit vom histologischen Subtyp

Auch das progressionsfreie Uberleben fiir Patienten mit NOS-Histologie wurde mit
dem PFS anderer Subentitaten verglichen (siehe Abbildung 3-23). Auch hier ergeben
sich keine signifikanten Unterschiede. Das PFS betragt fur NOS-Patienten im Median
5 Monate (95%-KI 1,8 — 8,2 Monate), wahrend es fur Patienten mit anderer
Histologie ebenfalls 5 Monate betragt (95%-Kl 3,0 — 7,0 Monate)
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Abbildung 3-23 Kaplan-Meier-Kurven zum progressionsfreien Uberleben fiir Patienten mit

NOS-Sarkom im Vergleich zu Patienten mit anderer Histologie

3.2.5.3 Progressionsfreie Uberlebensrate (PFR)

Fir die Bestimmung der progressionsfreien Uberlebensrate wird der Anteil der
Patienten, die nach einem definierten Zeitintervall nach Start der Behandlung mit ICE
in Kombination mit regionaler Hyperthermie keine Progression zeigen, in Relation zu
allen untersuchten Patienten berechnet. Hierbei gilt der Tod des Patienten nicht als
Ereignis, das heil3t nur Patienten mit dokumentiertem Fortschreiten der Erkrankung
gehen in die Berechnung mit ein. Todesfalle ohne vorhergehenden Progress werden
zensiert. In dieser Arbeit betrifft dies ausschliel3lich Patienten mit therapieassoziierter
Todesursache, also nur drei Patienten. Entsprechend gering sind die Unterschiede

zum PFS. Die Ergebnisse sind der Tabelle 3-8 zu entnehmen.
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Progressionsfreie Uberlebensrate (PFR)

Nach 3 Monaten Nach 6 Monaten Nach 12 Monaten
Lokal fortgeschritten 80,8 % 65,1 % 32,7 %
(n=45)
Lokal fortgeschritten + 56,9 % 35,0 % 12,5 %
metastasiert
(n=47)
Alle Patienten 68,5 % 49,6 % 221 %
(n=92)
Tabelle 3-8 Progressionsfreie Uberlebensrate nach 3, 6 und 12 Monaten fiir alle Patienten

und die Subgruppen mit metastasierter und nicht-metastasierter Erkrankung

3.2.5.4 Lokal progressionsfreies Uberleben (LPFS)

Das lokal progressionsfreie Uberleben, bei dem nur ein Lokalrezidiv oder ein
Progress des lokalen Tumors als Ereignis gewertet wurde, wurde berechnet, um den
Grad der lokalen Kontrolle der Erkrankung zu erfassen. Dies ist von Bedeutung, weil
mit Hinzunahme der RHT-Behandlung ein lokales Therapieverfahren bei den
untersuchten Patienten Anwendung fand. Subanalysen wurden durchgefuhrt, um
Patientengruppen zu identifizieren, die besonders von der Hyperthermiebehandlung
(als mutmallich wirksame lokale Therapiemalinahme) profitierten.

Im Median betrug das LPFS 9 Monate fur alle Patienten (95%-KI 5,0 — 13,0 Monate).

Die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist Abbildung 3-24 zu entnehmen.
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Abbildung 3-24 Kaplan-Meier-Kurve zum lokal progressionsfreien Uberleben fiir alle Patienten

74



ICE in der Therapie von Weichteilsarkomen

Zum Vergleich der Kurven bei vor Therapiestart metastasierten und nicht
metastasierten Patienten ist Abbildung 3-25 eingefugt. Hier zeigt sich kein
signifikanter Unterschied des lokal progressionsfreien Uberlebens bei den
entsprechenden Patientengruppen (p=0,090). Im Median war die Zeit bis zum
lokalen Progress der Erkrankung bei metastasierten Patienten mit 8 Monaten (95%-
Kl 4,3 — 11,7 Monate) tendenziell kirzer als bei Patienten ohne Nachweis von
Fernmetastasen, wo im Median nach 13 Monaten (95%-KI 7,1 — 18,8 Monate) eine

lokale Progredienz nachzuweisen war.
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Abbildung 3-25 Kaplan-Meier-Kurven zum lokal progressionsfreien Uberleben fiir nicht-
metastasierte (griin) und metastasierte Patienten (rot)

Die Analyse der LPFS in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad des Tumors
erbringt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede: bei Patienten mit malig
differenziertem Tumor (G2) betragt das lokal progressionsfreie Uberleben im Median
12 Monate (95%-Kl 3,3 — 20,7 Monate), wahrend es bei Diagnose eines schlecht
differenzierten Tumors 9 Monate betragt (95%-KI 5,7 — 12,3 Monate). Die

entsprechenden Kurven kénnen der Abbildung 3-26 entnommen werden.
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Abbildung 3-26 Kaplan-Meier-Kurven zum lokal progressionsfreien Uberleben fiir Patienten

mit G2- (tirkis) und G3-Tumoren (orange)

Auch in der Analyse in Abhangigkeit vom histologischen Subtyp ergeben sich fir das
lokal progressionsfreie  Uberleben keine signifikanten Unterschiede. Die
Uberlebenszeit ist erneut fir Liposarkom-Patienten tendenziell langer. Die
entsprechenden Kurven, Mediane und Signifikanzlevels konnen der Abbildung 3-27

und der Tabelle 3-9 enthommen werden.
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Abbildung 3-27 Kaplan-Meier-Kurven zum lokal progressionsfreien Uberleben in Abhangigkeit

vom histologischen Subtyp
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Liposarkom Leiomyosarkom  Andere p-Wert
Subentitat

Medianes lokal 14 (9,3 — 18,7) 6 (0—12,3) 9(6,3-11,7)
progressionsfreies

Uberleben (Monate)

Lipo vs. Leio 0,389
Leio vs. andere 0,458
Lipo vs. andere 0,503

Tabelle 3-9

3.2.5.5 Fernprogressionsfreies Uberleben (DPFS)

Medianes lokal progressionsfreies Uberleben (95%-Konfidenzintervalle) in
Abhangigkeit vom histologischen Subtyp

Die Zeit bis zum Auftreten von Fernmetastasen beziehungsweise bis zum Nachweis

einer Grollenzunahme bestehender Metastasen ermoglicht, betrachtet im Vergleich

zum LPFS, eine Abschatzung des Einflusses der RHT-Behandlung auf den

Gesamtbehandlungserfolg. Die Angaben zum fernprogressionsfreien Uberleben

beziehen alle Progressionsereignisse mit ein, die nicht an der urspringlichen

Tumorlokalisation dokumentiert wurden. Diese Ereignisse umfassen also sowohl das

Neuauftreten von Fernmetastasen (bei allen Patienten) als auch die Progression von

bereits bestehenden Metastasen (bei Patienten mit im Vorfeld dokumentierter

Fernmetastasierung). Die Ergebnisse fur alle Patienten sind der Abbildung 3-28 zu

entnehmen.
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Im Median betrug die Zeit bis zum Neuauftreten von Fernmetastasen oder bis zum
Progress einer bestehenden Metastasierung 8 Monate (95%-KI 5,8 — 10,2 Monate).

Abbildung 3-29 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fur das fernprogressionsfreie
Uberleben fiir Patienten ohne Nachweis von Fernmetastasen und fiir Patienten mit
bestehender Fernmetastasierung vor Therapiestart im Vergleich. Hier zeigt sich ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen (p=0,002): die
Zeit bis zum Auftreten von Fernmetastasen war bei Patienten ohne initial
nachweisbare Metastasierung mit im Median 11 Monaten (95%-KI 0 — 28,6 Monate)
signifikant langer als bei Patienten, bei denen bereits vor Therapiestart eine
Metastasierung nachweisbar war. Bei diesen Patienten war im Median nach 5

Monaten (95%-KI 2,7 — 7,3 Monate) ein Progress der Metastasierung festzustellen.
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Abbildung 3-29 Kaplan-Meier-Kurven zum fernprogressionsfreien Uberleben fiir nicht-
metastasierte (griin) und metastasierte Patienten (rot)

Die Analyse des fernprogressionsfreien Uberlebens in Abhangigkeit von
Differenzierungsgrad des vorliegenden Tumors erbringt keine signifikanten
Unterschiede. Patienten mit malRig differenziertem Primartumor haben eine
fernprogressionsfreie Uberlebenszeit von im Median 11 Monaten (95%-KI 3,0 — 19,0

Monate), wahrend diese bei Patienten mit schlecht differenziertem Tumor (G3)
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sieben Monate (95%-KI 4,7 — 9,3 Monate) betragt. In Abbildung 3-30 sind die

Uberlebenskurven dargestellt.
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Abbildung 3-30 Kaplan-Meier-Kurven zum fernprogressionsfreien Uberleben fiir Patienten mit

G2- (tirkis) und G3-Tumoren (orange)

Bei Betrachtung des fernprogressionsfreien Uberlebens in Abhéngigkeit vom
histologischen Subtyp ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen  Subgruppen. Erneut liegt die mediane fernprogressionsfreie
Uberlebenszeit bei Liposarkomen tendenziell hoher als fiir die beiden anderen
Subgruppen. Die entsprechenden Kurven, Mediane und Signifikanzlevels kdnnen der

Abbildung 3-31 und der Tabelle 3-10 enthommen werden.
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Abbildung 3-31 Kaplan-Meier-Kurven zum fernprogressionsfreien Uberleben in Abhangigkeit

vom histologischen Subtyp

Liposarkom Leiomyosarkom  Andere p-Wert
Subentitat

Medianes lokal 14 (9,3 — 18,7) 5 (0—12,3) 7(4,6-94)
progressionsfreies

Uberleben (Monate)

Lipo vs. Leio 0,481
Leio vs. andere 0,803
Lipo vs. andere 0,103
Tabelle 3-10 Medianes fernprogressionsfreies Uberleben (95%-Konfidenzintervalle) in

Abhangigkeit vom histologischen Subtyp
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4 Die Funktion naturlicher Killerzellen in der

Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen
Wie unter Abschnitt 2.2.2 (S. 40) ausgefuhrt, wird in der dieser Arbeit

zugrundeliegenden Hypothese postuliert, dass eine Hyperthemiebahndlung zu einer
messbaren Zunahme der lytischen Aktivitat von NK-Zellen im peripheren Blut fuhrt.
Die hierzu durchgefuhrten Experimente sollen in ihrer Methodik und in ihren

Ergebnissen auf den folgenden Seiten dargestellt werden.

4.1  Material und Methoden

Zur Ermittlung der lytischen Aktivitdat der NK-Zellen wurden die Lymphozyten
(peripheral blood lymphocytes, PBL) von Patienten und gesunden Spendern aus
Vollblut isoliert und mittels der Methode des °'Chrom-Freisetzungs-Assays

untersucht. Die entsprechenden Arbeitsschritte werden im Folgenden erklart.

411 Patienten- und Spenderproben

Bei Patienten, die am Klinikum Grofl3hadern oder der Argirov Klinik Starnberger See
aufgrund der Diagnose eines Sarkoms mit antineoplastischen Chemotherapeutika
behandelt wurden, wurde Blut durch vendse Punktion entnommen. Die gewonnenen
Blutproben, im Regelfall ca. 35 ml, wurden in EDTA-Blutentnahme-Rdhrchen
antikoaguliert und ungekuhlt der weiteren Verarbeitung zugefuhrt.

Alle beteiligten Patienten erklarten durch Unterschrift unter der im Anhang
einzusehenden Erklarung (S. 175) ihr Einverstandnis mit der Weiterverarbeitung und

Analyse der von ihnen gewonnenen Proben.

Es wurden Proben von unterschiedlichen Patientenkollektiven gesammelt:

* Nicht-Erstlinien-Patienten: Patienten, bei denen ein Weichteilsarkom
histologisch nachgewiesen worden war und die bereits chemotherapeutisch
vorbehandelt waren. Bei Progress oder Persistenz der Grunderkrankung war
die Indikation flr eine erneute chemotherapeutische Behandlung durch die
behandelnden Arzte gestellt worden. Diese erneute Behandlung wurde mit
Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid analog des ICE-Protokolls, im Regelfall in

Kombination mit regionaler Hyperthermie, durchgefuhrt.
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Erstlinienpatienten: Patienten, bei denen die (Erst-)Diagnose eines
Weichteilsarkoms gestellt worden war, das operativ nicht definitiv zu
versorgen war (lokale Inoperabilitédt oder inadaquate Resektion des Tumors im
Sinne einer R1- oder R2-Resektion). Bei diesen Patienten wurde ebenfalls die
Indikation zur chemotherapeutischen Behandlung durch die behandelnden
Arzte gestellt, die sodann Doxorubicin und Ifosfamid (Al-Protokoll) oder mit
Etoposid, Ifosfamid und Doxorubicin (EIA-Protokoll) in Kombination mit

regionaler Hyperthermie durchgeflhrt wurde.

Die Blutentnahmen bei Patienten erfolgten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (siehe
Abbildung 4-1):

Bei Erstlinienpatienten wurde einmalig Blut unmittelbar vor Beginn der
Chemotherapie entnommen.

Bei Nicht-Erstlinienpatienten erfolgten mehrere Blutentnahmen im Laufe der
Therapie. Eine erste Blutentnahme erfolgte ebenfalls unmittelbar vor Beginn
der Zweitlinien-Chemotherapie; dartber hinaus wurde unmittelbar nach der
zweiten Hyperthermiebehandlung des jeweiligen Zyklus (also im Regelfall an
Tag 3 des Zyklus) Blut entnommen. Diese Blutentnahmen erfolgten im ersten
und zweiten Therapiezyklus, danach dann bei jedem zweiten Zyklus (also im

vierten und sechsten Zyklus) bis Therapieende oder -abbruch.

Durch Anwendung dieses Schemas war es modglich, bei Zweitlinienpatienten eine

Kinetik  der  NK-Aktivitat  einerseits im  kurzfristigen  Verlauf  unter

chemotherapeutischer Behandlung und auch im langerfristigen Verlauf Gber mehrere

Monate zu bestimmen.

Erstlinienpatienten

sajcalvalca
I

Nicht-Erstlinienpatienten

ICE1 ICE 2 ICE 3 ICE 4

N 1

Hyperthermiebehandlung

I Blutentnahme

Abbildung 4-1 Zeitpunkt der Blutentnahmen unter Therapie mit ICE + RHT

82



Die Funktion naturlicher Killerzellen in der Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen

Dartber hinaus wurden Proben von gesunden Spendern entnommen, um
Referenzwerte flr die NK-Zell-Funktion zu erhalten. Diese gesunden Spender
rekrutierten sich aus den Mitarbeitern der Klinischen Kooperationsgruppe
Hyperthermie am HelmholtzZentrum Munchen. Durch vendse Blutentnahme wurden
ca. 200 ml Blut gewonnen; die anschliel3end isolierten PBL wurden aliquotiert und
bei -80°C gelagert. Zur Durchfuhrung der Versuche wurden sie am Vortag aufgetaut

und dann Uber Nacht in Medium gelagert.

4.1.2 Isolierung der PBL aus Patienten- und Spenderproben mittels
Dichtegradientenzentrifugation
Material:
EDTA-Monovette zur Blutentnahme, 9 ml, Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland
BD Falcon 50 ml, BD Biosciences, Canaan, USA
Rotina 420 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
RPMI 1640-Zellkulturmedium, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Pancoll human Zellseparationsmedium, Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Methode:

Das von Patienten und Spendern entnommene Blut wurde am Tag der Blutentnahme
weiterverarbeitet. Hierzu wurde das mit EDTA antikoagulierte Vollblut im Verhaltnis
1:1 mit RPMI 1640-Zellkulturmedium versetzt. Jeweils 30 ml dieses Gemisches
wurden auf 20 ml Pancoll-Separationsmedium geschichtet. Daraufhin wurde 25

Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert.

| Vor Zentrifugation | | Nach Zentrifugation |
<:l Plasma +
Blut + RPMI 1640
SEML 1640 Interphase mit
<:I mononukleéren
Zellen
Ficoll- Ficoll-
Paque™ <:| Paque™
<:| Erythrozyten/
Granulozyten/
Tote Zellen
Abbildung 4-2 Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation
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Durch die Dichtegradientenzentrifugation werden mononukleare Zellen, also
Lymphozyten und Monozyten, in der Interphase zwischen Plasma-Zellmedium-
Gemisch und Separationsmedium konzentriert. Diese Interphase (,buffy coat®) wurde
vorsichtig abpipettiert, die so gewonnenen Zellen wiederum in RPMI 1640-Medium
aufgenommen und erneut fur 7 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung

des Uberstands erfolgte die Resuspension des Pellets in Kulturmedium.

41.3 Zellkultur
Material:
Nunclon surface Zellkulturflaschen (75/25 cm?), Nunc, Roskilde, Danemark
Nunclon surface 12-well Kulturplatten, Nunc, Roskilde, Danemark
Nunc CryoTube Vials 1,8 ml, Nunc, Roskilde, Danemark
Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene, Roskilde, Danemark
RPMI 1640-Zellkulturmedium, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Fatales Kalberserum (FCS), Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Penicillin/Steptomycin-Stockldsung (PenStrep), Gibco, Darmstadt,
Deutschland
L-Glutamin, Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Aminosauren (BME solution), Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Interleukin 2 human, Gibco, Darmstadt, Deutschland
TKD (Oligopeptid, zur Verfugung gestellt von Frau Prof. Multhoff, Technische

Universitat Minchen)

Medien:

RPMI 1640 500 ml
+ Fetales Kalberserum (FCS) 50 ml
+ Penicillin/Streptomycin-Stockldsung 10 ml
+ L-Glutamin 10 ml
Tabelle 4-1 PBL-Kulturmedium

Fetales Kalberserum (FCS) 10 mi
+ DMSO 1ml
Tabelle 4-2 Einfriermedium
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RPMI 1640 500 ml
+ Fetales Kalberserum (FCS) 50 ml
+ Penicillin/Streptomycin-Stockldsung 10 ml
+ L-Glutamin 10 ml
+ Aminosauren 10 ml
Tabelle 4-3 K562-Kultumedium

Methode:

PBL und K562-Zellen wurden zur Vorbereitung der Versuche in Kulturmedien
suspendiert. Die Zusammensetzung der Medien ist den Tabellen oberhalb zu
entnehmen. Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO; im Brutschrank in

Kulturflaschen inkubiert.

K562-Zellen sind Zellen einer erythroleukdmischen Tumorzelllinie, die in
Suspensionskultur gehalten werden koénnen. Die Zellen wurden in 75 cm?-
Kulturflaschen bei oben genannten Bedingungen inkubiert. Flir die K562-Zellen
wurde regelmaldig ein Tausch des Mediums vorgenommen, Ublicherweise alle drei
bis vier Tage, um die Stoffwechselaktivitdt und die Mitroserate dieser Zellen hoch zu
halten. Dazu wurden die Zellen dann in einer Konzentration von ca. 1 x 10° Zellen/ml
Medium neu in Kulturflasche aufgenommen. Der Inhalt der Zellkulturflasche wurde
hierfur auf 2-3 Aliquots verteilt, diese wurden abzentrifugiert (1400 rpm fur 7
Minuten), der Uberstand wurde verworfen und die Zellen im urspriinglichen
Medienvolumen (in der Regel 20 ml) resuspendiert. Da es sich um Zellen handelt,
die nicht-adharent im Medium kultiviert werden, war keine Trypsinierung nétig. Am
Tag vor der Durchfiihrung von *'Chrom-Freisetzungs-Assays wurden die Zellen stets

gesplittet.

PBL wurden nach ihrer lIsolierung mittels Dichtegradientenzentrifugation in einer
Konzentration von 5-10 x 10° Zellen/ml Medium resuspendiert und {ber Nacht
inkubiert. Anschlief3end konnten die Aktivitatsassays durchgefuhrt werden. Fir PBL-
Kulturen wurde das Medium Ublicherweise nicht erneuert, da Versuche mit den PBL
spatestens am funften Tag nach Isolation erfolgten, wenn Stimulationsassays

durchgefuhrt wurden.

85




Die Funktion natirlicher Killerzellen in der Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen

War die Einhaltung dieses Zeitplans nicht moglich oder handelte es sich um PBL von
gesunden Spendern, erfolgte die Vorbereitung zur Lagerung der PBL bei -80°C
durch Aufnahme in Einfriermedium: Nach der Herstellung von Aliquots der PBL mit
Zellzahlen von 20 x 10° pro Aliquot erfolgte die Zentrifugation bei 1400 rpm fiir 7
Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet auf Eis schnell in 1 ml
gekuhltem (4°C) Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen wurden dann in
Lagerungstubes Uberfuhrt, die dann sofort in Einfrierhilfen zur Sicherung einer
gleichmalfiigen Abkuhlgeschwindigkeit in den Gefrierschrank (-80°C) verbracht
wurden.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad (37°C); zur Vermeidung einer
ubermafligen DMSO-Toxizitat wurde das Aliquot sofort nach dem Auftauen in 40 ml
RPMI 1640-Zellkulturmedium verdinnt. Diese Zellsuspension wurde fur 7 Minuten
bei 1400 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 2 ml
PBL-Kulturmedium resuspendiert. Nach Zahlung der viablen Zellen erfolgte dann
eine Verdiinnung auf eine Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml Medium. Vor der
Durchfluhrung von Versuchen mit diesen PBL wurden sie Uber Nacht bei 37 °C und
5% CO; inkubiert.

Neben der Bestimmung der unstimulierten lytischen Aktivitat der PBL, die die Zellen
auch direkt nach Isolation aus dem peripheren Blut und Inkubation in Zytokin-freiem
Medium zeigen, sollten auch Stimulationsversuche durchgefihrt werden. Diese
Stimulation erfolgte durch Zusatz von Interleukin 2 (IL-2, siehe Abschnitt 1.2.4, S. 32)
zum Kulturmedium alleine oder durch Zusatz von IL-2 und TKD, einem 14-mer-
Peptidderivat von Hsp70 (siehe Abschnitt 1.25, S. 33). Es wurden unterschiedliche
IL-2-Konzentrationen (1000 U/ml, 100 U/ml, 25 U/ml, 0 U/ml) verwendet. Die
zugesetzte TKD-Menge war fur jeden TKD-haltigen Stimulationsansatz dagegen
konstant und entsprach den Vorgaben aus der Literatur (2 pg/ml).(137) Die Zellen
wurden nach Herstellung der Stimulationsmedien in definierter Konzentration (5 x
10/ ml Medium) fiir 96 Stunden in 12-well-Kulturplatten bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen aus den Wells abpipettiert und
fir 7 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde
das Zellpellet in normalem PBL-Zellkulturmedium ohne Zusatz von

Stimulationsagenzien resuspendiert und den weiteren Versuchen zugefuhrt

86



Die Funktion naturlicher Killerzellen in der Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen

414 Zellzahlung

Material:
Neubauer  improved Zahlkammer, Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Trypanblau 0,4%, Gibco, Darmstadt, Deutschland

Methode:

Zur Zahlung der viablen Zellen wurde eine Standard-Zellzahlkammer verwendet.
Zunachst wurde die zu zahlende Zellsuspension im Verhaltnis 1:4 mit Trypanblau
versetzt und dieses Gemisch in die Zahlkammer eingebracht. Nur viable, also
ungefarbte Zellen wurden gezahlt. Nach der Auszdhlung von mindestens 4
Kleinquadraten (mindestens 8 Kleinquadrate zur Bestimmung der PBL-Zellzahl)
wurden die Ergebnisse gemittelt und so die Zellkonzentration in der Suspension

bestimmt.

41.5 *IChrom-Freisetzungs-Assay
Material:
BD Falcon 15 ml, BD Biosciences, Canaan, USA
Nunclon surface 96 U-Mikrowellplatten, Nunc, Roskilde, Danemark

LumaPlate, Szintillator-beschichtete 96-well-Platte, PerkinElmer, Waltham,

USA
Methode:
51Chrom Effektorzelle
i
= z
» LYSE -
UPTAKE @ ) =) . wmp @ - )
3\ -
/ ~
FREISETZUNG
pe
Targetzelle
Abbildung 4-3 Prinzip des 51Cr-Freisetzungs-Assays
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Ziel des *'Chrom-Freisetzungs-Assays ist die Messung der lytischen Aktivitat von
Effektorzellen gegenlber Targetzellen. In dieser Arbeit wurden als Effektorzellen
Lymphozyten des peripheren Blutes (PBL) eingesetzt; als Targetzellen dienten K562-
Zellen. Bei K562-Zellen handelt es sich um Zellen, die einerseits keine MHC-
Antigene der Klasse | auf der Zelloberflache exprimieren, andererseits aber
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) an der Zelloberflache prasentieren.(15) Damit sind
K562-Zellen klassische Zielzellen fur NK-Zellen, da diese gemaly der missing-self-
Theorie (siehe 1.2.2, S. 30) Zellen lysieren, die keine MHC-I-Antigene prasentieren.
Daruber hinaus wurde eine Expression von Hsp70 an der Zelloberflache als
Aktivierungssignal fur NK-Zellen identifiziert (siehe Abschnitt 1.2.4, S. 33). Da in
dieser Versuchsanordnung die ebenfalls in PBL enthaltenen zytotoxischen T-Zellen
nur eine untergeordnete Rolle in der Lyse von K562-Zellen spielen, kann die in den
Versuchen gemessene lytische Aktivitat der PBL der lytischen Aktivitat der NK-Zellen
gleichgesetzt werden.(132)

Die Durchfuhrung des Freisetzungsassays erfolgte entsprechend der bereits vielfach
in der Literatur genannten Arbeitsanweisungen. (15, 123, 137)

Zunachst wurden die Zielzellen markiert. Hierfur wurden K562-Zellen zunachst
abzentrifugiert, in 2 ml K562-Zellkulturmedium resuspendiert, gezahlt und dann in
eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml Medium gebracht. 3 x 10° K562-Zellen
wurden mit 100 pCi Na®'CrO4 (ein y-Strahler) versetzt und fir 90 Minuten in einem
15ml-Falcon bei 37°C und 5% CO; inkubiert. In dieser Zeit nehmen die Zellen der
Leukamiezelllinie *'Cr aus dem Medium in das Zytoplasma auf (Uptake, Teil 1
Abbildung 4-3). AnschlieBRend wurden die Zellen zweimal durch Zentrifugation,
Verwerfen des Uberstandes und Resuspension des Pellets in frischem Medium
gewaschen, um *'Cr aus dem Kulturmedium zu entfernen.

Die Effektorzellen, also PBL, wurden durch Zahlen und entsprechende Verdinnung
in eine Konzentration von 1,2 x 10° PBL/ml Medium gebracht. 100 pl dieser
Suspension wurden in Triplikaten auf eine 96 U-well-Platte aufgebracht; durch
mehrmalige 1:1-Verdinnungen wurde eine Verdlinnungsreihe hergestellt.

Auf diese vorgelegten PBL wurden dann jeweils 3 x 10° K562-Zellen in 100 l
Medium aufgebracht, so dass sich eine Effektor-zu-Target-Ratio (E/T-Ratio) von 40:1
ergab. Durch die Verdlinnungsreihe ergaben sich dariber hinaus abweichende E/T-
Ratios (20:1, 10:1, 5:1).
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In der Inkubationszeit (vier Stunden bei 37°C und 5% CO,) erfolgt die Lyse der
Targetzellen (K562-Zellen) durch die Effektorzellen. Durch diesen Schritt wird das
ausschlieBlich intrazellulér gespeicherte *'Cr der Targetzellen in den Uberstand
freigesetzt (Lyse, Teil 2 Abbildung 4-4), wobei der Umfang der Zerstérung der
Zielzellen durch die Immunzellen direkt proportional zur im Uberstand gemessenen
y-Aktivitat ist. Sowohl Target- als auch Effektorzellen sinken im Verlauf der
Inkubationszeit ab und bilden ein Zellpellet im Well.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden vorsichtig 50 pl des somit zellfreien
Uberstandes abpipettiert und auf die LumaPlate Ubertragen. Zur Ermittlung der
minimal auftretenden Spontanlyse wurde Uberstand aus einem Triplikat von Wells
entnommen, das ausschliel3lich radioaktiv markierte Targetzellen enthielt (Minimum).
Werte fur die maximal mogliche Zellllyse (wenn also alle im Well enthaltenen Zellen
lysiert wurden) wurden gemessen, indem Zellen, die ebenfalls in einem Triplikat ohne
Effektorzellen inkubiert worden waren, nach Ablauf der vier Stunden resuspensiert
und von dieser Suspension 50 pl auf die LumaPlate aufgebracht wurden (Maximum).
Nach Trocknung der LumaPlate Uber Nacht unter dem Abzug erfolgte die
Auswertung der Platten durch Messung der Aktivitat im y-Counter. Dabei ist die
lytische Aktivitat umso hoher, je mehr y-Aktivitdt pro Well gemessen wird. Die
gemessenen Werte wurden fur jedes Triplikat gemittelt. Nur Versuche, bei denen die
Spontanfreisetzung (Minimum-Werte) nicht mehr als 20% der Maximalaktivitat
betrug, wurden ausgewertet. Der Umfang der lytischen Aktivitat wurde in % der

maximal moglichen Lyse angegeben und nach folgender Formel berechnet:

Aktivitat im untersuchten Well- Spontanaktivitat (Minimum)

X 1
Maximal mogliche Aktivitat (Maximum)-Spontanaktivitat (Minimum) 00

Als Positivkontrolle wurden bei jedem Versuch Proben gesunder Spender in
Triplikaten parallel mitgemessen.

Alle Ergebnisse der Chrom-Freisetzungs-Assays werden im Rahmen dieser Arbeit
bei einer E/T-Ratio von 20:1 entsprechend den Vorgaben aus der Literatur

dargestellt, um eine Ubersichtliche Vergleichbarkeit der Werte zu gewahrleisten.
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4.1.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurden mit der Software SPSS,
Version 19° durchgefiihrt.

Es werden die Mittelwerte und die Standardabweichung der erhobenen Daten
dargestellt. Um signifikante Unterschiede der untersuchten Populationen zu
ermitteln, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Signifikante Unterschiede wurden angenommen, wenn p<0,05 war.

*IBM Corp., Armonk, USA
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4.2 Ergebnisse

Zur Beantwortung der Frage, ob eine chemotherapeutische Behandlung, die in
Kombination mit regionaler Hyperthermie verabreicht wird, zu einer Anderung der
NK-Zell-Aktivitat im peripheren Blut fuhrt, wurden Untersuchungen dieser Aktivitat im
Verlauf einer solchen Behandlung durchgefluhrt. Dabei wurde die Aktivitat gegen
klassische NK-Targetzellen bestimmt. Die Ergebnisse sollen im Folgenden berichtet

werden.

421 Patientencharakteristika
Zwischen April 2007 und Dezember 2008 wurde bei insgesamt 14
Zweitlinienpatienten und sieben Erstlinienpatienten Untersuchungen zur NK-Zell-

Funktion durchgefuhrt.

4.2.1.1 Charakteristika der Zweitlinienpatienten

Da in der vorliegenden Arbeit klinische Daten von Patienten analysiert werden, die
mit ICE + RHT behandelt werden, wurden zunachst Messungen der NK-Zell-Aktivitat
auch bei dieser Patientengruppe durchgeflhrt. Dementsprechend kam bei diesen
Patienten auch ein umfangreicheres Untersuchungsprogramm unter Einschluss
mehrerer Zeitpunkte zur Anwendung. Deshalb sollen die Zweitlinienpatienten und
ihre Charakteristika hier noch vor den Patienten mit Neudiagnose eines STS
vorgestellt werden.

Die Charakteristika der untersuchten Zweitlinienpatienten kdénnen der folgenden
Tabelle 4-4 enthommen werden. Nicht alle in dieser Arbeit auf ihre lytische Aktivitat
hin untersuchte Patienten litten unter einem Weichteilsarkom — die Gruppe der
Zweitlinienpatienten umfasst auch einen Patienten mit Ewing-Sarkom (Pat. 2), einen
Patienten mit Osteosarkom (Pat. 14) sowie einen Patienten mit einem
neuroendokrinen Karzinom (Pat. 3). Diese Patienten wurden von der vorliegenden
Analyse dennoch nicht ausgeschlossen. Dies liegt darin begrindet, dass die im
Abschnitt 2.2.2 (S. 40) formulierte Hypothese, dass es unter Anwendung der
regionalen Hyperthermie zu einer Verstarkung der NK-Zell-Aktivitat kommt, keine fur
Weichteilsarkome spezifische biologische Grundlage hat. Somit ist nicht davon

auszugehen, dass bei den hier analysierten Patienten mit Nicht-STS-Histologie eine
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signifikant ~ unterschiedliche = Reaktion  der  NK-Zell-Aktivitat  auf  die
Kombinationsbehandlung zu erwarten ist.

Einer der eingeschlossenen Patienten (Pat. 3) aus der Zweitlinientherapiegruppe
wurde in Folge einer sehr weit fortgeschrittenen Erkrankung mit multiplen
Metastasen ohne Nachweis eines lokal hyperthermierbaren Tumors nicht in
Kombination mit RHT behandelt. Initial war ein Vergleich von zwei Patientengruppen
geplant, wobei sich die Patientengruppen in der Anwendung von RHT zur Therapie
ihrer Sarkompatienten unterscheiden sollten, um den Einfluss der regionalen
Hyperthermie auf die NK-Zell-Aktivitat bestimmen zu kdnnen. Im weiteren Verlauf
zeigte sich jedoch, dass nicht genugend Patienten rekrutiert werden konnten, die
nicht in Kombination mit RHT behandelt werden. Der eine Patient, der nicht mit RHT
behandelt wurde, wurde schlieBlich in die Analyse mit integriert, da eine
chemotherapeutische Behandlung — zumindest mit bestimmten Chemotherapeutika —
alleine schon als Stressor fur Tumorzellen ausreichend ist, um eine vermehrte
Expression von hsp70 nach sich zu ziehen (54, 55), so dass auch bei diesem
Patienten, der urspringlichen Hypothese folgend, anzunehmen war, dass unter
chemotherapeutischer Behandlung eine Verstarkung der NK-Zell-Aktivitat zu
beobachten ist.

Stimulationsversuche wurden mit Material der Patienten 1-8 durchgefihrt.
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4.2.1.2 Charakteristika der Erstlinienpatienten

Die Charakteristika der sieben untersuchten Erstlinienpatienten koénnen der
folgenden Tabelle 4-5 entnommen werden. Alle Patienten wurden aufgrund der
Neudiagnose eines Weichteilsarkoms behandelt, wobei bei vier der Patienten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme bereits eine Operation zur Entfernung des
Lokalbefundes erfolgt war. Bei drei der Patienten war eine solche Voroperation nicht
madglich. Zwei dieser Patienten erhielten die Chemotherapie in Kombination mit RHT
als neo-adjuvante Therapie, bei einem Patienten wurde die Chemotherapie in
palliativer Absicht bei bereits metastasierter Erkrankung verabreicht.

Keiner der Patienten hatte vor Start der Chemotherapie eine Bestrahlungstherapie
erhalten. Bei einem Patienten, der initial R1 reseziert worden war, war eine Erhebung

des Therapieansprechens nicht moglich.
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4.2.2 *IChrom-Freisetzungs-Assays

Mit Hilfe der Chrom-Freisetzung-Assays wurde die Aktivitat der NK-Zellen des
peripheren Blutes von Patienten und gesunden Spendern gemessen. Dabei war in
einigen Messungen keine relevante Aktivitat nachweisbar, in diesem Fall kdnnen
aufgrund der Messungenauigkeit im Durschnitt auch geringgradig negative Werte fur
die spezifische Lyse auftreten (wenn also der Durchschnitt der gemessenen Werte
geringer ist als der Durchschnitt der fur die Spontanlyse-Werte). Die mit
angegebenen Werte fir n geben die Anzahl der durchgeflihrten Versuche an. Da fur
einen Patienten moglicherweise mehr als eine Messung durchgefuhrt wurde, liegen
die Werte unter Umstanden hoher als die untersuchte Patientenzahl. Die Aktivitat der
gesunden Spender ist fur jede Auswertung unterschiedlich. Dies hat seinen Grund
darin, dass dieser Durchschnittswert ausschlieBlich aus der Aktivitat der
Positivkontrollen berechnet wurde, die parallel zu den fir diese Auswertung

malfgeblichen Messungen durchgefuhrt wurden.

4.2.2.1 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten bei Therapiestart
Zunachst wurde die NK-Zell-Aktivitat bei Therapiestart, also noch vor Beginn einer
erneuten Chemotherapie (in diesem Fall einer Nicht-Erstlinienchemotherapie), im
51Chrom-Freisetzungs-Assay untersucht. Die Ergebnisse kénnen Abbildung 4-4 und
Tabelle 4-6 entnommen werden. Dabei ist fur jeden Patienten die NK-Zell-Aktivitat
als Einzelmessung (gemittelt aus der Dreifachmessung im Triplikat) angegeben. Zum
Vergleich werden die Ergebnisse der korrespondierenden Messungen bei gesunden
Spendern angegeben.

Gesunde Spender zeigen eine messbare Spontanaktivitat (also ohne vorhergehende
Stimulation durch Zusatze im Kulturmedium) gegen K562-Zellen. Bei nahezu allen
untersuchten Patienten zeigen sich im Vergleich zu diesen gesunden Spendern
deutlich erniedrigte Werte der spontanen NK-Zell-Aktivitat, bei 13 der 14 Patienten ist
keine Lyse durch die NK-Zellen nachweisbar. Nur Patient 8 zeigt eine Aktivitat, die im
Bereich gesunder Spender mit unterdurchschnittlicher Aktivitat (siehe
Standardabweichung) liegt. Im Durchschnitt ist die spontane Aktivitat bei
Zweitlinienpatienten hoch signifikant niedriger als die durchschnittliche Aktivitat

gesunder Spender (p < 0,001).

96



Die Funktion naturlicher Killerzellen in der Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen

40
*%k%
30
[}
[
>
- 20
[}
<
[&]
2
N
& 10
(2]
x
.m0 W . —m - = m -
- o~ ™ < 0 © ~ ) < = i o ay = S 358
i % % ® ® ® ® ®8 ® % ®% ® ® ® & S¢E
.o o & a a a a ao & F & & & & 2 28
S o®!
-10 o
¥ p <001
Abbildung 4-4 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor Therapiestart im Vergleich zur
Aktivitat bei gesunden Spendern
Patienten Gesunde Spender
Mittelwert 1,2 23,0
Median 1,1 25,5
Standardabweichung 2,2 12,8
Minimum -1,3 7,6
Maximum 7,5 45,5
Tabelle 4-6 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor Therapiestart im Vergleich zur
Aktivitat bei gesunden Spendern (in % spezifische Lyse)
4.2.2.2 Verdnderung der NK-Zell-Aktivitéit bei Zweitlinienpatienten

wéhrend eines Therapiezyklus

Zur Beurteilung der Veranderung der NK-Zell-Aktivitat wahrend eines Therapiezyklus
wurde bei Zweitlinienpatienten Blut unmittelbar vor und nach dem Zyklus
entnommen. Die Ergebnisse der Messungen zeigen Abbildung 4-5 und Tabelle 4-7.
Zum Vergleich wird erneut die Aktivitat gesunder Spender aufgetragen.

Im Vergleich zur Aktivitat gesunder Spender unterscheidet sich die Aktivitat von
Patientenproben hoch signifikant sowohl vor Start des Therapiezyklus als auch nach
Ende des Therapiezyklus. Zu beiden Zeitpunkten ist keine relevante Lyse durch die
NK-Zellen nachweisbar. Aus der Durchfuhrung der Chemotherapie in Kombination
mit regionaler Hyperthermie resultiert keine signifikante Anderung der NK-Zell-
Aktivitat.
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Abbildung 4-5 NK-Zell-Aktivitdt bei Zweitlinienpatienten vor Zyklusstart im Vergleich zur Aktivitat
nach Zyklusende und zur Aktivitat bei gesunden Spendern

Patienten bei Patienten bei Gesunde Spender
Zyklusstart Zyklusende

Mittelwert -0,1 -0,8 241

Median 0,2 -0,3 22,3

Standardabweichung 2,6 2,4 11,6

Minimum -6,6 -7,5 5,0

Maximum 7,5 2,5 56,9

Tabelle 4-7 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor Zyklusstart im Vergleich zur

Aktivitat nach Zyklusende und zur Aktivitat bei gesunden Spendern (in % spezifische Lyse)

Patient 8 war der einzige Patient, bei dem vor Start der Zweitlinientherapie in
Kombination mit regionaler Hyperthermie eine Aktivitdt der NK-Zellen nachweisbar
war. Nach Durchfihrung des ersten Therapiezyklus ist jedoch auch bei diesem
Patienten keine Aktivitat gegen K562-Targetzellen mehr nachweisbar. Es fand sich
keine Regeneration der NK-Zell-Aktivitdt bis zum Start des zweiten Zyklus bei
diesem Patienten. Der an Tag eins des zweiten Zyklus gemessene Wert war deutlich
niedriger als der Aktivitatswert vor Therapiestart (siehe Abbildung 4-6 und Tabelle
4-8).
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Abbildung 4-6 NK-Zell-Aktivitat bei Patient 8 (Zweitlinienpatient) vor Zyklusstart im Vergleich
zur Aktivitat nach Zyklusende

Patient 8 Patient 8 Patient
vor Therapiestart nach Zyklus 1 vor Zyklus 2
Messwert 7,5 -0,4 -5,0
Tabelle 4-8 NK-Zell-Aktivitat bei Patient 8 (Zweitlinienpatient) vor Zyklusstart im Vergleich

zur Aktivitat nach Zyklusende (in % spezifische Lyse)

4.2.2.3 Verdnderung der NK-Zell-Aktivitéit bei Zweitlinienpatienten im
Laufe der Therapie

Zur Beurteilung der Veranderung der Aktivitat unter laufender Therapie (im
Gegensatz zur vorhergehenden Abschnitt jedoch nicht innerhalb eines Zyklus,
sondern im Verlauf mehrerer aufeinanderfolgender Zyklen) wird in Abbildung 4-7 und
Tabelle 4-9 die gemessene lytische Aktivitat jeweils an Tag eins des entsprechenden
Zyklus dargestellt. Nicht fur alle Patienten war eine Blutenthnahme auch vor dem
zweiten Zyklus der Therapie moglich, weshalb hier die Anzahl der untersuchten
Patienten auf neun fallt. Da nur ein Teil der Patienten Uberhaupt vier Zyklen der
Therapie erhalten hatten, nimmt die Anzahl der untersuchten Patienten fur diese
Bestimmung weiter ab auf funf.

Im Verlauf der Therapie zeigt sich keine signifikante Anderung der lytischen Aktivitat
der NK-Zellen. Die gemessene Aktivitat bleibt im Verlauf der Therapie konstant

niedrig.
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Abbildung 4-7 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor Zyklusstart, vor Zyklus 2 und vor Zyklus 4

Patienten vor Patienten vor Patienten vor
Zyklus 1 Zyklus 2 Zyklus 4
Mittelwert 1,2 -0,1 -1,6
Median 1,1 0,4 -2,2
Standardabweichung 2,2 2,1 3,5
Minimum -1,3 -5,0 -6,6
Maximum 7,5 2,3 3,3
Tabelle 4-9 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor Zyklusstart, vor Zyklus 2 und vor

Zyklus 4 (in % spezifische Lyse)

4.2.2.4 Stimulation der Aktivitat bei Zweitlinienpatienten

In weiterfuhrenden Versuchen wurde die lytische Aktivitat der Patienten-NK-Zellen
durch Hinzufugen von Interleukin 2 (IL-2) und dem hsp70-Derivat TKD stimuliert.
Diese Experimente wurden mit Zellen der Patienten 1 bis 8 durchgefuhrt. Zunachst
werden die Ergebnisse fur die Stimulation mit IL-2 in einer Konzentration von 1000
U/ml und TKD in einer Konzentration von 2 ug/ml dargestellt (siehe Abbildung 4-8
und Tabelle 4-10).

In den Stimulationsversuchen zeigt sich, dass bei allen untersuchten Patienten trotz
initial nicht vorhandener NK-Zell-Aktivitat durch Inkubation mit den oben genannten
Reagenzien eine deutlich nachweisbare lytische Aktivitat der Immunzellen induziert
werden kann. Im Durchschnitt war die gemessene Aktivitat signifikant hoher als die

unstimulierter Patientenproben.
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Abbildung 4-8 NK-Zell-Aktivitdt bei Zweitlinienpatienten vor (Durchschnittswert) und nach
Stimulation mit IL-2 1000 U/ml und TKD 2 pg/ml
Patienten stimuliert Patienten unstimuliert
(IL-2 1000 U/ml + TKD 2 pg/ml)
Mittelwert 37,4 -0,1
Median 34,5 0,2
Standardabweichung 18,9 2,6
Minimum 23,4 6,6
Maximum 55,5 7,5
Tabelle 4-10 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten vor und nach Stimulation mit IL-2

1000 U/ml und TKD 2 pg/ml (in % spezifische Lyse)

42.2.4.1. NK-Zell-Aktivitat nach Stimulation im Vergleich mit Proben von
gesunden Spendern

Die gemessene Aktivitat nach Stimulation der NK-Zellen durch IL-2 und TKD wurde

auch mit der unstimulierten Aktivitat von Proben gesunder Spender verglichen (siehe

Abbildung 4-9 und Tabelle 4-11).
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Abbildung 4-9 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit IL-2 1000 U/ml
und TKD 2 pg/ml im Vergleich zur unstimulierten Aktivitdt gesunder Spender
Patienten stimuliert Gesunde Spender
(IL-2 1000 U/ml + TKD 2 pg/ml) unstimuliert

Mittelwert 37,4 241
Median 34,5 22,3
Standardabweichung 18,9 11,6
Minimum 23,4 5,0
Maximum 55,5 56,9
Tabelle 4-11 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit IL-2 1000 U/ml

und TKD 2 pg/ml im Vergleich zur unstimulierten Aktivitat gesunder Spendern (in % spezifische Lyse)

Auch im Vergleich mit Proben gesunder Spender, die nicht stimuliert wurden, zeigt
sich eine im Durchschnitt signifikant hohere Aktivitdt der stimulierten
Patientenproben, das heift durch Stimulation mit den oben genannten Reagenzien
kann bei Patienten, die initial keine nachweisbare Aktivitat der NK-Zellen aufweisen,
eine lytische Aktivitat erreicht werden, die signifikant Uber der unstimulierten Aktivitat

gesunder Spender liegt.

4.2.2.4.2. Stimulierbarkeit im Verlauf der Therapie

Es wurde daruber hinaus untersucht, ob sich die Stimulierbarkeit der NK-Zellen im
Verlauf der Thermochemotherapie verandert, ob also mit zunehmender
zytostatischer Behandlung und wiederholter RHT-Applikation die erreichten Werte fur
die lytische Aktivitat nach Stimulation zu- oder abnimmt. Hierzu wurden die Werte,
die nach Stimulation im ersten Zyklus gemessen worden waren, mit den Ergebnissen

der Stimulationsassays verglichen, die im weiteren Verlauf der Therapie erhoben
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wurden. Da die Therapie bei den einzelnen Patienten unterschiedlich viele Zyklen
umfasste (siehe Tabelle 4-4), wurden die Daten aus den Zyklen 3 bis 6 als

Verlaufsmarker fur diesen Vergleich herangezogen.
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Abbildung 4-10 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit IL-2 1000 U/ml
und TKD 2 pg/ml bei Therapiestart im Vergleich zur Stimulierbarkeit in spater applizierten Zyklen

Patienten stimuliert Patienten stimuliert
Therapiestart Verlauf unter Therapie
(IL-2 1000 U/ml + TKD 2 pg/ml) (IL-2 1000 U/ml + TKD 2 ug/ml)
Mittelwert 45,6 27,1
Median 49,2 20,1
Standardabweichung 18,3 17,0
Minimum 15,0 14,0
Maximum 65,9 58,4
Tabelle 4-12 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit IL-2 1000 U/ml

und TKD 2 pg/ml bei Therapiestart im Vergleich zur Stimulierbarkeit in spater applizierten Zyklen (in %
spezifische Lyse)

Es zeigt sich eine tendenziell abnehmende Stimulierbarkeit der Aktivitat im Verlauf
der Thermochemotherapie. Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant (p=0,59).
Auch im spateren Verlauf der Therapie finden sich stets Aktivitatswerte, die deutlich

uber der Ausgangsaktivitat der Patientenproben liegen.
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4.2.24.3. Vergleich der lytischen Aktivitat nach Inkubation mit
verschiedenen Stimulationsansatzen

Es wurden Stimulationsversuche nicht nur mit IL-2 in der Konzentration von 1000

U/ml und TKD 2ug/ml durchgefuhrt, sondern dartber hinaus auch bei einigen

Patienten Stimulationsansatze mit geringeren IL-2-Konzentrationen (100 U/ml, 25

U/ml). Daruber hinaus wurden Stimulationsversuche mit und ohne Hinzufiigung von

TKD durchgefuhrt, um den Anteil abschatzen zu kénnen, den beide Agenzien an der

Augmentation der lytischen Aktivitat der NK-Zellen haben.
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Abbildung 4-11 NK-Zell-Aktivitdt ~ bei  Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit
unterschiedlichen Stimulationsmedien
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Mittelwert/ 37,4 41,3 28,0 26,1 2,7 -0,1 -1,8 -0,1 241
Einzelwert
Median 33,2 46,6 27,7 26,6 -2,0 22,3
Standard- 18,9 18,6 16,6 14,2 0,9 11,6
abweichung
Minimum 14,0 5,6 11,4 9,2 -2,4 50
Maximum 65,9 67,6 45,1 38,5 -0,8 56,9
Tabelle 4-13 NK-Zell-Aktivitat bei Zweitlinienpatienten nach Stimulation mit

unterschiedlichen Stimulationsmedien (in % spezifische Lyse)

104



Die Funktion naturlicher Killerzellen in der Behandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen

Die Ergebnisse zeigen, dass auch die Stimulation mit 100 U/ml IL-2 zu einer
suffizienten Aktivierung der NK-Zell-Aktivitat bei Patientenproben fuhrt, die sich nicht
signifikant von der Aktivitat unterscheidet, die durch Verwendung von 1000 U/ml IL-2
zu erreichen ist. Eine IL-2-Konzentration von 25 U/ml fuhrt dagegen zu keiner
relevanten Aktivitatssteigerung, ebenso wie die Inkubationsmedien, bei denen auf die
Hinzuflgung von IL-2 vollstandig verzichtet wurde.

Die Addition von TKD zu den Inkubationsmedien fuhrt bei keiner verwendeten IL-2-
Konzentration zu einer signifikanten Veranderung der gemessenen lytischen Aktivitat
im Vergleich zur Stimulation ohne TKD.

Es ist erneut die Aktivitat der unstimulierten NK-Zellen gesunder Spender
angegeben. Hier zeigt sich eine signifikant hohere Aktivitat bei Stimulation mit 1000
U/ml IL-2 (sowohl bei Inkubation mit als auch ohne TKD). Durch Stimulation mit 100
U/ml IL-2 kann keine signifikant hohere Aktivitdt im Vergleich mit der

durchschnittlichen Aktivitat gesunder Spender erreicht werden.

4.2.2.5 Unstimulierte und stimulierte NK-Zell-Aktivitat bei
Erstlinienpatienten

Auch bei Patienten, die aufgrund der Erstdiagnose eines STS eine
Thermochemotherapie erhalten sollten, wurde die unstimulierte NK-Zell-Aktivitat
bestimmt und  Stimulationsversuche  durchgefuhrt. Im  Gegensatz zu
Zweitlinienpatienten wurden diese Analysen jedoch nur zu einem Zeitpunkt, namlich
vor Beginn der Therapie, durchgefihrt. Ziel war die Erarbeitung von
Vergleichswerten ohne Beeinflussung durch eine antineoplastische Therapie, um
Hinweis auf die Atiologie der in den vorangegangenen Abschnitten berichteten
Funktionseinschrankung der NK-Zellen zu erhalten. Abbildung 4-12 und Tabelle 4-14

geben Auskunft Gber die ermittelten Werte fur diese Patienten.
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Abbildung 4-12 NK-Zell-Aktivitat bei Erstlinienpatienten vor und nach Stimulation mit IL-2 1000
U/ml + TKD 2ug/ml im Vergleich zur unstimulierten Aktivitat gesunder Spender
Erstlinienpatienten Erstlinienpatienten gesunde Spender
unstimuliert stimuliert unstimuliert
(IL-2 1000 U/ml + TKD 2
pg/ml)
Mittelwert 7,3 33,2 241
Median 9,2 33,0 22,3
Standardabweichung 3,3 6,9 11,6
Minimum 2,1 25,1 5,0
Maximum 10,4 42,6 56,9
Tabelle 4-14 NK-Zell-Aktivitat bei Erstlinienpatienten vor und nach Stimulation mit IL-2 1000

U/ml + TKD 2ug/ml im Vergleich zur unstimulierten Aktivitat gesunder Spender (in % spezifische Lyse)

Die unstimulierte Aktivitat der Erstlinienpatienten war im Vergleich zur unstimulierten
Aktivitat gesunder Spender signifikant niedriger. Auch bei Erstlinienpatienten lie
sich die Aktivitdat durch Inkubation mit IL-2 und TKD signifikant steigern. Die so
erreichte Aktivitat unterschied sich nicht signifikant von der unstimulierten Aktivitat

gesunder Spender.
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4.2.2.6 Vergleich der Aktivitdt von Erstlinienpatienten mit der Aktivitat von
gesunden Spendern und Zweitlinienpatienten
Zusammenfassend wird in Abbildung 4-13 und Tabelle 4-15 die Aktivitat von Erst-

und Zweitlinienpatienten mit der Aktivitat gesunder Spender verglichen.
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Abbildung 4-13 NK-Zell-Aktivitdt von Zweitlinienpatienten, Erstlinienpatienten und gesunden
Spendern, jeweils unstimuliert und stimuliert (IL-2 1000 U/ml + TKD 2ug/ml)
Zweitlinien- Zweitlinien- Erstlinien- Erstlinien- Gesunde Gesunde
patienten patienten patienten patienten Spender Spender
unstimuliert  stimuliert unstimuliert  stimuliert unstimuliert  stimuliert
Mittelwert -0,1 37,4 7,3 33,2 241 52,5
Median 0,2 34,5 9,2 33,0 22,3 51,0
Standard- 2,6 18,9 3,3 6,9 11,6 14,7
abweichung
Minimum -6,6 23,4 2,1 25,1 5,0 28,8
Maximum 7,5 55,5 10,4 42,6 56,9 78,9
Tabelle 4-15 NK-Zell-Aktivitdt von Zweitlinienpatienten, Erstlinienpatienten und gesunden

Spendern, jeweils unstimuliert und stimuliert (IL-2 1000 U/ml + TKD 2ug/ml; in % spezifische Lyse)

Hierbei zeigt sich, dass die unstimulierte Aktivitat bei Zweitlinienpatienten hoch
signifikant niedriger ist als die Aktivitat sowohl von Erstlinienpatienten als auch von
gesunden Spendern. Die unstimulierte Aktivitat von Erstlinienpatienten ist daruber

hinaus signifikant niedriger als die NK-Zell-Aktivitat gesunder Spender.
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Nach Stimulation zeigt sich in allen drei Populationen eine signifikante Zunahme der
Aktivitat, wobei die Zunahme bei Erstlinienpatienten und gesunden Spendern sehr

signifikant ist; bei Zweitlinienpatienten ist diese Zunahme sogar hoch signifikant.

423 Veranderungen der Leukozyten- und Lymphozytenzahlen im
peripheren Blut wahrend der Therapie mit ICE + RHT

Bei einem Teil der Patienten wurden Lymphozyten-Subpopulationen im Verlauf der

Therapie zur Ermittlung der absoluten NK-Zahlen bestimmt. In Abbildung 4-14 ist der

Verlauf der Leukozyten-, Lymphozyten- und NK-Zellzahlen in Relation zum

Ausgangwert vor Einleitung der Therapie mit ICE +RHT dargestelit.
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Abbildung 4-14 Absolute Zellzahlen in % des Ausgangswertes im Verlauf der Therapie mit

ICE + RHT

Es zeigt sich eine Reduktion der Lymphozyten- und NK-Zellen bereits unmittelbar
wahrend des Therapiezyklus. Die Lymphozytenzahlen erholen sich bis zum Beginn
des folgenden Zyklus, wahrend die NK-Zellzahlen eine persistierende Reduktion zu
zeigen scheinen.

Aufgrund der geringen Untersuchungszahlen war eine Analyse bezuglich

signifikanter Unterschiede zu den unterschiedlichen Zeitpunkten nicht moglich.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sind mehrere Teilaspekte der internistischen Therapie von
Patienten mit der Diagnose eines Weichteilsarkoms betrachtet worden. Dies hat
seinen Grund darin, dass die Therapie dieser Erkrankungen nach wie vor eine
Herausforderung fir den behandelnden Arzt darstellt, insbesondere dann, wenn es
zu einem Versagen einer Anthrazyklin-basierten Standardtherapie gekommen ist.
Neben der Auswertung von Ergebnissen zur zytostatischen Therapie, die hier um
das Therapieverfahren der regionalen Hyperthermie erganzt wurde, wurden
Parameter der Funktion naturlicher Killerzellen untersucht.

Im Folgenden sollen die erarbeiteten Ergebnisse diskutiert werden. Analog zur
Gliederung der vorangehenden Abschnitte der Arbeit wird dabei zunachst auf die
Therapie mit ICE und regionaler Hyperthermie eingegangen und im weiteren Verlauf
Bezug auf die Daten zur NK-Zell-Funktion genommen. Schliellich werden die
Implikationen der Ergebnisse beider Teilaspekte der Arbeit hinsichtlich der

Weiterentwicklung der Therapie von Patienten mit STS diskutiert.

5.1 ICE + RHT in der Zweitlinientherapie von Weichteilsarkomen
Fur die Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS ist nach wie vor kein Standard
definiert.(158) Aufgrund der schlechten Prognose der Patienten, die eine
Zweitlinientherapie nach Diagnose eines Rezidivs oder wegen einer Progredienz der
Erkrankung unter Anthrazyklin-basierter Erstlinientherapie bendtigen, ist die
Identifikation von in  dieser Situation  wirksamen  Wirkstoffen  oder
Wirkstoffkombinationen von grof3er Dringlichkeit.(34)

Ein am Klinikum Gro3hadern und assoziierten Therapieeinheiten bei diesen
Patienten zum Einsatz kommendes Therapiekonzept ist die Verabreichung von ICE
in  Kombination mit regionaler Hyperthermie. Die Ergebnisse dieses
Therapieprotokolls wurden im Rahmen dieser Arbeit auf Wirksamkeit und
Vertraglichkeit gepruft. Da es sich um eine Analyse ohne Kontrollarm handelt, erfolgt
die Beurteilung der Wirksamkeit der Behandlung anhand der von Van Glabbeke et
al.(193) publizierten Richtwerte fir die progressionsfreie Uberlebensrate drei und
sechs Monate nach Einleitung der Therapie. Im Vergleich mit alternativen
Therapieprotokollen wurden mogliche Vor- und Nachteile einer Therapie mit ICE +

RHT identifiziert. Die Herausarbeitung einer Uber- oder Unterlegenheit einer dieser
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Therapien ist jedoch anhand der hier vorliegenden Arbeit naturgemaf nicht moglich,
da es sich um eine retrospektive Analyse handelt. Dennoch erlaubt die Arbeit
Schlussfolgerungen, die dann in einer eventuell durchzufihrenden prospektiven

Studie Uberpruft werden kdnnten.

51.1 Untersuchte Patientenpopulation

Eine Einschatzung der Reprasentativitdt der in dieser Arbeit untersuchten
Patientenpopulation ist entscheidend, um zu definieren, fir welche Patientengruppen
Schlussfolgerungen aus dieser Arbeit gezogen werden konnen. Ziel der folgenden
Erlduterungen ist also, Ungleichgewichte in der Zusammensetzung der untersuchten
Patientenpopulation zu identifizieren, die Einfluss auf die Auswertung und die
Annahme oder Ablehnung der unter 2.1.2 (S. 38) formulierten Hypothese haben
konnten.

Die in dieser Arbeit untersuchte Patientenpopulation entspricht in ihren
Charakteristika (siehe Tabelle 3-1, S. 51) Uberwiegend den Patientengruppen, die in
anderen Arbeiten zur Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS untersucht wurden
— soweit in diesen Publikationen die entsprechenden Merkmale angegeben waren.
Insbesondere ist hervorzuheben, dass alle in die vorliegende Analyse
eingeschlossenen Patienten eine Anthrazyklin-basierte Vortherapie erhalten hatten
und zum Zeitpunkt des Therapiebeginns mit ICE + RHT unter einer progredienten
Erkrankung litten, so wie in vergleichbaren Studien. Auch die Verteilung zwischen
Extremitaten- und Nicht-Extremitatenlokalisation des Primarius entspricht mit 75 zu %
weitgehend der Verteilung in Vorpublikationen.

Allerdings ist der Anteil an Patienten mit ausschliel3lich lokal fortgeschrittener, nicht
metastasierter Sarkomerkrankung mit knapp unter 50% der eingeschlossenen
Patienten im Vergleich zu den in Tabelle 1-1 (S. 11f) zusammengefassten Phase II-
Studien relativ hoch. Einzelne dieser Studien wurden sogar ausschlieBlich an
Patienten mit metastasierter Erkrankung durchgefiihrt.(94) Dementsprechend sind in
der vorliegenden Arbeit im Verhaltnis zu anderen Publikationen, in denen teilweise
uber drei Viertel aller behandelten Patienten an G3-Tumoren litten(49, 121),
tendenziell weniger schlecht differenzierte STS enthalten (in der hier vorliegenden
Arbeit 63% aller Patienten, siehe Abschnitt 1.1.1, S. 2). Die Relevanz dieser
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Unterschiede ist in Abwesenheit randomisierter Vergleiche insgesamt schwierig
abzuschatzen.

Die Mehrheit der Patienten mit metastasierter Erkrankung litt, wie auch in
vergleichbaren Vorpublikationen, unter pulmonalen Metastasen. Diese Patienten
unterscheiden sich von den Patienten ohne Nachweis einer Fernmetastasierung nur
in wenigen Aspekten signifikant, zum Beispiel in der Haufigkeit von
Tumorresektionen und Bestrahlungen. Da aber alle Patienten dieser Analyse eine
lokale, hyperthermierte Tumormanifestation aufweisen, kdnnen Unterschiede in den
Uberlebenszeiten beider Subpopulationen am ehesten durch das Vorhandensein
beziehungsweise Fehlen der Fernmetastasierung erklart werden.

Lipo- und Leiomyosarkome waren die haufigsten eingeschlossenen histologischen
Subentitaten, was den Anteil dieser Erkrankungen an der Gesamtzahl aller Patienten
mit Sarkomen widerspiegelt. Der Anteil an Patienten mit Synovialsarkomen war im
Vergleich zu Publikationen, die sich mit der Therapie von Anthrazyklin-refraktaren
Weichteilsarkomen beschaftigen, jedoch in der hier untersuchten Population relativ
gering(38), was insofern von Belang ist, als dass diese Subentitat Ublicherweise als
relativ chemosensibel angesehen wird. (175)

In die Analyse wurden auch drei Falle von PNET/Ewing-Sarkomen und ein Patient
mit Osteosarkom eingeschlossen. Diese Knochensarkome wurden in den zum
Vergleich herangezogenen Studien Ublicherweise ausgeschlossen. Grund fur den
Einschluss dieser Patienten war das Bemuhen, ein der Krankenversorgung
entsprechendes, reprasentatives Bild der Wirksamkeit der in dieser Arbeit
untersuchten Therapieoption zu geben.

Die hier analysierte Gesamtpopulation ist mit 92 eingeschlossenen Patienten eine
grol3e Studienpopulation, auch im Vergleich zu den Phase II-Studien, die in den
Tabellen 1-1, 1-2 und 1-3 zusammengefasst sind. Mit Ausnahme des relativ hohen
Anteils an Patienten mit ausschlief3lich lokaler Erkrankung ist die Studienpopulation
weitgehend vergleichbar zum Patientengut in anderen Studien zur Therapie von
Anthrazyklin-refraktaren STS. Daher lasst die vorliegende Arbeit reprasentative

Ruckschlisse hinsichtlich Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Therapie zu.
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5.1.2 Thermometrie

Ziel der Uberwachung der erreichten Temperaturen innerhalb von Zielstrukturen
(oder bei endoluminaler Messung innerhalb anatomisch benachbarter Strukturen) ist
die Sicherung einer ausreichenden Wirksamkeit der Hyperthermiebehandlung. Das
Erreichen bestimmter Zieltemperaturen ist Voraussetzung fur die Induktion der
Effekte, die der Wirksamkeit der RHT zugrunde liegen, wie zum Beispiel eine
verstarkte Perfusion des hyperthermierten Areals oder eine verstarkte Wirksamkeit
von Zytostatika (siehe Abschnitt 1.1.5.1, S. 19). Da die RHT-Behandlung ein
essentieller Bestandteil des in dieser Arbeit betrachteten Therapiekonzepts ist, soll
im Folgenden herausgestellt werden, ob die entsprechenden Zielwerte erreicht
wurden, um von einer effektiven RHT-Behandlung ausgehen zu kdnnen.

Daten zur TID bei den untersuchten Patienten liegen nicht vor. Dementsprechend
wurden die erreichten Maximaltemperaturen und Temperaturindizes wie Tgo zur
Beurteilung der Effektivitat der RHT-Behandlung herangezogen.

Die Maximaltemperaturen von durchschnittlich knapp Uber 41°C im Tumor liegen im
vorgegebenen Zielbereich einer regionalen Hyperthermiebehandlung (siehe
Abbildung 3-4 und Abbildung 3-5, S. 54f). Die erreichten endoluminalen
Temperaturen von knapp unter 40°C (Tmax) liegen unter den in der Arbeit von Wust
et al. (208) veroffentlichten Referenzwerten von knapp uber 41 °C, jedoch wurden
der Berechnung hier endoluminale Messungen bei der Behandlung von Patienten mit
Colon-, Anal- oder Cervixkarzinomen zugrunde gelegt, deren anatomische Lage fur
eine endoluminale Thermometrie pradisponieren. Tatsachlich wurden die
endoluminalen Katheter in dieser Arbeit so positioniert, dass sie direkten Kontakt zur
hyperthermierten Raumforderung hatten. Weichteilsarkome im kleinen Becken gehen
in der Regel nicht von der Mukosa aus und unterscheiden sich in ihrer anatomischen
Lage deshalb von den oben genannten Tumorentitaten. Eine Positionierung des
Katheters in vergleichbarer Nahe zum Tumor, wie er bei Karzinomen zu erreichen ist,
ist bei STS nicht regelhaft mdglich. Die paratumoral oder endoluminal erzielten, im
Vergleich zur Arbeit von Wust et al. niedrigeren Temperaturen sind somit dennoch
als ausreichend anzusehen und lassen Ruckschlisse auf eine effektive
Hyperthermiebehandlung zu.

Die Temperaturverteilung im Tumor beziehungsweise im Tumorbett bei

Durchfihrung einer endoluminalen Messung lasst sich bei Nachweis einer
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durchschnittlichen Temperaturdifferenz zwischen Tso und Tgo (als Ausdruck der
berechneten Mindesttemperatur  in 50 beziehungsweise  90%  des
Hyperthermieareals) von knapp unter 1°C als homogen bezeichnen.
Zusammenfassend ist also davon auszugehen, dass die in dieser
Patientenpopulation angewandte Technik der regionalen Hyperthermie ausreichend
effektiv und reproduzierbar ist, um Effekte der Behandlung in der Therapie von STS
anzunehmen.

Im Folgenden sollen die ermittelten Temperaturen in Bezug zum Therapieerfolg
gesetzt werden. Da keine Patienten in die Analyse eingeschlossen wurden, die ohne
RHT behandelt wurden, ist eine Analyse des Anteils, den die Hyperthermie am
Behandlungserfolg hat, nicht moglich. Allenfalls indirekte Hinweise auf die Rolle der
Hyperthermie kdnnen erhoben werden, mit daraus resultierenden Einschrankungen
in Bezug auf die Aussagequalitat.

Eine signifikante Temperaturdifferenz zwischen den Patienten, die ein Ansprechen
unter ICE + RHT zeigen, und Patienten, bei denen kein Ansprechen nachweisbar
war, lasst sich nicht belegen (siehe Abbildung 3-6, S. 55). Dies steht im Gegensatz
zu anderen Publikationen, bei denen ein solcher Zusammenhang zumindest in
retrospektiver Analyse identifizierbar war.(78) Diese Ergebnisse kommen
moglicherweise dadurch zustande, dass durch Beachtung der Qualitatsstandards
und zunehmender Anwendung der regionalen Hyperthermie in der
Routineversorgung von Patienten die Differenzen in der Qualitat der
Hyperthermiebehandlungen geringer werden. Damit ware eine mdgliche Remission
des Tumors nicht von der erreichten Temperatur, sondern von anderen, nicht
Hyperthermie-induzierten Einflussfaktoren abhangig. Héhere Temperaturen wirden
dann auch keine hodhere Wahrscheinlichkeit der Remissionsinduktion nach sich
ziehen.

Andererseits sind die Voraussetzungen zur Durchfuhrung einer
Hyperthermiebehandlung (zum Beispiel Lage, GroRe und Perfusion des Tumors)
weiterhin von Patient zu Patient individuell unterschiedlich, so dass es durchaus
denkbar ist, dass Patienten auch unter Beachtung der Standards keine optimale
Hyperthermiebehandlung erhalten. Dagegen spricht jedoch die gute Homogenitat der
Temperaturverteilung bei gleichzeitigem Nachweis  eines  suffizienten

Temperaturanstiegs.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in den in dieser Arbeit untersuchten
Patienten ein suffizienter Anstieg der Temperaturen im Bereich des Tumors
beziehungsweise im paratumoralen Areal unter Hyperthermiebehandlung
nachzuweisen ist. Die erreichten Temperaturen sind in Patienten mit Ansprechen auf
die Therapie jedoch nicht signifikant hoher als in Patienten ohne Ansprechen. Dies
ist jedoch nicht als Hinweis auf eine fehlende Wirksamkeit der RHT in den hier

untersuchten Patienten zu verstehen.

51.3 Toxizitat

Die Nebenwirkungsrate einer zytostatischen Therapie ist eine entscheidende Grole,
um die Vertraglichkeit der Therapie beurteilen und Patienten identifizieren zu kénnen,
fur die diese Therapie in Frage kommt. Dementsprechend ist die Frage (siehe
Abschnitt 2.1.1, S. 37) nach dem Nebenwirkungsprofil von ICE + RHT von
entscheidender Relevanz fur diese Arbeit.

ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie ist ein mit erheblichen
Nebenwirkungen  assoziiertes  Therapiekonzept.  Dritt- und  viertgradige
Hamatotoxizitaten mit deutlichem Abfall der Blutzellwerte sind in einem substantiellen
Anteil der Patienten, bei insgesamt knapp 70% aller behandelten Personen,
nachweisbar (siehe Tabelle 3-3, S. 57). Ahnlich hohe und teilweise sogar héhere
Toxizitatsraten sind jedoch auch in anderen, bei Patienten mit Anthrazyklin-
refraktaren  Weichteilsarkomen zur Anwendung kommenden Zytostatika(-
Kombinationen) nachweisbar, unter anderem bei DTIC + Gemcitabine (49, 121),
Temozolomid (48), Ifosfamid (als Monotherapie) (194) und auch Trabectedin (112)
(siehe hierzu Tabelle 1-1, S. 11f). Diese relativ hohen Toxizitatsraten sind
wahrscheinlich erklarbar durch die Anwendung myelotoxischer Substanzen wie
Ifosfamid im Rahmen von mehreren Vortherapien und der Verabreichung
aggressiver Therapiekonzepte auch in spateren Stadien der Erkrankung, so dass
hieraus eine hohe kumulative Toxizitat der Therapiekonzepte resultiert.

Die Ublicherweise dosislimitierende Toxizitat von Carboplatin ist eine ausgepragte
Myelosuppression.(200) Dies gilt, unter Verwendung von Mesna zur Vermeidung
ausgepragter urotoxischer Nebenwirkungen und neben der unter Umstanden
schwierig zu beeinflussenden Neurotoxizitat, auch fur Ifosfamid, zumindest unter

Anwendung im Rahmen von Hochdosiskonzepten.(194) Auch Etoposid zeichnet sich
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durch eine dosislimitierende Myelotoxizitat aus. Insofern ist bei Anwendung dieser
drei Substanzen in Kombination eine deutliche Myelosuppression zu erwarten, auch
unter prophylaktischer Applikation von G-CSF. Eine weitere Verstarkung dieses
Effektes ist durch Anwendung der regionalen Hyperthermie zu erwarten. In der Arbeit
von lIssels et al.(77) war im Hyperthermiearm eine signifikant ausgepragtere
Myelotoxizitat auffallig. Erklart wird dies durch eine die Hyperthermie-Behandlung
begleitende geringgradige Hyperthermie des Knochenmarks insbesondere im
Bereich des Beckens und einer daraus resultierenden verstarkten Zytostatika-
Wirkung in diesem Bereich.

Im Vergleich zu anderen zur Anwendung kommenden Therapieprotokollen in der
Behandlung Anthrazyklin-refraktarer STS fallt jedoch auf, dass mit Auftreten von
febrilen Komplikationen in Zytopenie bei nahezu einem Drittel aller Patienten die
Rate dieser Komplikation fur ICE + RHT deutlich hoher ist. Dabei liegt der Wert flr
die vorliegende Patientenpopulation noch unter den in der Vorpublikation von Fiegl et
al. (44) berichteten Werten fur ICE + RHT. Beide chemotherapieassoziierten
Todesfalle in der untersuchten Patientenpopulation sind auf septische
Komplikationen zurtckzufihren (siehe 3.2.3, S. 56). Insofern sind Infekte in der
Zytopenie relevante Ursachen fur Morbiditat und Mortalitdt der behandelten
Patienten.

Die beschriebenen septischen Komplikationen oder Hamatotoxizitaten machten
Dosisreduktionen bei nahezu der Halfte der Patienten erforderlich. Dies trifft auch fur
Patienten zu, die bereits bei Erstapplikation ICE + RHT in reduzierter Dosis erhalten
hatten, weil die Gabe eines volldosierten Zyklus* vom behandelnden Arzt als nicht
zumutbar eingeschatzt wurde. Ob eine solche weitere Reduktion der
Chemotherapiedosis zu einer reduzierten Wirksamkeit der Therapie flhrt, l1asst sich
anhand der hier durchgeflhrten Analysen nicht beantworten. Nur in einzelnen Fallen
wurde eine Therapiefortfiihrung von den behandelnden Arzten deshalb fir nicht
sinnvoll erachtet, weil von einer Wirksamkeit der Therapie aufgrund einer
ausgepragten Dosisreduktion nicht mehr auszugehen war. Dies betraf jedoch
ausschlieRlich Falle, bei denen eine Dosisreduktion auf 25% der Ausgangdosis und
weniger vorgenommen werden sollte. Insofern ist, wenngleich nicht wissenschaftlich

erwiesen, von einer Dosisreduktion auf 75% oder 50% der Ausgangsdosis bei
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Auftreten von Toxizitaten keine Einschrankung der Wirksamkeit der Therapie zu
erwarten.

Im Lichte der in dieser Arbeit dokumentierten haufigen, unter Umstanden fatalen
septischen Komplikationen und der schweren Myelosuppression unter ICE + RHT
sollte bei der Mehrheit der Patienten eine Dosisanpassung auf 75% der
Ausgangsdosis bereits ab dem ersten Therapiezyklus erfolgen. Ausnahmen hiervon
sollten nur bei jungen Patienten in gutem Allgemeinzustand oder bei guter
Vertraglichkeit der applizierten, auf 75% reduzierten Dosis gemacht werden. Hieraus
sollte eine Reduktion der myelotoxischen Nebenwirkungen und somit eine Reduktion
der septischen Komplikationen resultieren, ohne dass damit eine Einschrankung der
Wirksamkeit zu erwarten ware. Letzte Sicherheit Uber die weiterbestehende
Wirksamkeit kann jedoch nur eine erneute Auswertung nach Anwendung dieser
Empfehlung bringen.

Nicht-hamatologische Nebenwirkungen der Therapie wurden, bei retrospektiver
Analyse der Daten, in dieser Arbeit nicht in ausreichender Zuverlassigkeit erfasst.
Insofern sind hierzu keine Aussagen mdglich, insbesondere hinsichtlich der
Haufigkeit des Auftretens Ifosfamid-induzierter Enzephalopathien. In den Arztbriefen
wurden jedoch aulier septischen Komplikationen keine schwerwiegenden, zur
Hospitalisation fuhrenden Toxizitaten genannt. Auch fanden sich keine Hinweise auf
nicht zu beherrschende Nausea oder Erbrechen. Insofern ist von einem
Nebenwirkungsprofil auszugehen, das den Erwartungen unter Anwendung der
Einzelsubstanzen entspricht. Zum Zeitpunkt der Analyse waren keine
Sekundarmalignome in Folge der Etoposid-Gabe bei den noch lebenden Patienten
dokumentiert. Auch bezuglich der Hyperthermiebehandlung waren keine Hinweise
auf schwerwiegende Nebenwirkungen wie Verbrennungen oder Fettgewebsnekrosen

in den Patientenunterlagen zu finden.

514 Wirksamkeitsbeurteilung von ICE + RHT

Im Folgenden soll die Wirksamkeit von ICE + RHT in der Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren STS unter Betrachtung der erhobenen Daten zu Uberlebenszeiten und
Remissionsraten diskutiert werden. Neben der Beurteilung der erreichten PFR-Werte

sollen dabei auch Einzelaspekte wie zum Beispiel das lokale Ansprechen bei
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Patienten mit metastasierter Erkrankung betrachtet werden, um einen mdglichst

umfassenden Blick auf die hier erhobenen Daten zu ermdglichen.

5.1.4.1 Progressionsfreie Uberlebensrate (PFR)
Zentrale Hypothese flir die Auswertung klinischer Daten in dieser Arbeit ist die

folgende Annahme:

ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie ist eine wirksame
Therapieoption in der Zweitlinientherapie von Patienten mit Ilokal
fortgeschrittenem Weichteilsarkom. Eine Wirksamkeit wird entsprechend der
Vorarbeiten zur Beurteilung von Therapieprotokollen bei Weichteilsarkomen
(siehe Abschnitt 1.1.3.1, S. 8) dann angenommen, wenn die progressionsfreie
Uberlebensrate (PFR) nach 3 Monaten = 40% liegt.

Unter der Therapie mit ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie werden in
der in dieser Arbeit untersuchten Patientenpopulation PFR-Werte erreicht, die mit
68,5% nach drei Monaten und 49,6% nach sechs Monaten fur alle Patienten deutlich
uber den in der Arbeit von Van Glabbeke et al. (193) geforderten Zielwerten (PFR3
Monate = 40% und PFRg monate = 15%) liegen. Legt man diese Kriterien zu Grunde, dann
ist von einer Wirksamkeit der Kombinationsbehandlung auszugehen. Somit ist die
oben zitierte Hypothese anzunehmen.

Die erreichnten Werte sind weitgehend vergleichbar mit der Rate an
Krankheitsstabilisierungen, die in der Vorarbeit von Fiegl et al.(44) veroffentlicht
wurden. Sie liegen im Vergleich zu den anderen, in der Arbeit von Penel et al.(158)
zusammengefassten wirksamen Wirkstoff(-kombinationen) Uber dem Durchschnitt
der entsprechenden PFR-Werte. Dennoch lasst sich aus diesen
Uberdurchschnittlichen Werten kein Hinweis auf eine Uberlegenheit von ICE + RHT
im Vergleich zu anderen Therapieoptionen in der Behandlung Anthrazyklin-
refraktarer Weichteilsarkome ableiten. Belastbare Ergebnisse beziiglich der Uber-
oder Unterlegenheit einzelner Therapieprotokolle sind nur durch Durchfihrung
randomisierter Studien zu gewinnen.

Es ist hervorzuheben, dass die PFR-Zielwerte fur wirksame Therapieprotokolle fur

die Zweitlinienbehandlung von STS durch ICE+RHT sowohl fur Patienten mit lokal
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fortgeschrittener als auch fur Patienten mit metastasierter Erkrankung erfullt werden.
Somit kann angenommen werden, dass ICE in Kombination mit regionaler
Hyperthermie bei Vorliegen eines lokal fortgeschrittenen Tumors auch dann wirksam
ist, wenn bereits Metastasen nachzuweisen sind. Die PFR-Werte sind fur Patienten
mit metastasierter Erkrankung erwartungsgemaf mit 56,9% nach drei Monaten und
35,0% nach sechs Monaten niedriger als flr Patienten mit ausschlie3lich lokal
fortgeschrittener Erkrankung (siehe Tabelle 3-8, S. 74). Somit kann ICE + RHT
sowohl fur Patienten mit lokal fortgeschrittener als auch metastasierter Erkrankung
angewendet werden, unter der Voraussetzung, dass auch bei Patienten mit

Fernmetastasierung ein lokaler, hyperthermierbarer Tumor nachweisbar ist.

5.1.4.2 Tumoransprechen

Trotz ausreichender Validierung der PFR als Marker zur Wirksamkeitsbeurteilung der
in der Therapie von Weichteilsarkomen angewendeten Chemotherapeutika ist die
erreichte Ansprechrate von grofl3er Bedeutung. Dies gilt insbesondere fur Patienten
ohne Nachweis von Fernmetastasen oder mit Nachweis singularer
Lungenmetastasen, da diese Patienten von einer Tumormassenreduktion profitieren
konnten, indem eine RO-Resektion der Lasionen ermoglicht wird. Gelingt die
vollstandige Entfernung aller Tumormanifestationen, handelt es sich um ein potentiell
kuratives Therapiekonzept, das in einem Teil der Patienten zu langfristigen
Remissionen fuhrt. (26) Solche langfristigen Remissionen sind auch im hier
untersuchten Patientenkollektiv nachweisbar (siehe Abbildungen 3-8 und 3-9, nicht
metastasierte Patienten, S. 61f). Ein Ansprechen auf eine chemotherapeutische
Behandlung ist zumindest in der Erstlinienbehandlung als gunstiger prognostischer
Faktor mit unter Umstanden sogar uber Jahre anhaltenden Remissionen gut
validiert.(12)

Unter diesem Gesichtspunkt ist die Gesamtansprechrate der Therapie mit ICE in
Kombination mit RHT von 13% fur alle eingeschlossenen Patienten nach wie vor als
unbefriedigend zu werten. Im Vergleich zu anderen wirksamen Therapieprotokollen
(vgl. Tabelle 1-1, S.11 f) zeigt sich keine relevant hdhere Ansprechrate. Weder die
unter ICE + RHT dokumentierten Remissionsraten fur Patienten mit ausschlieRlich
lokal fortgeschrittener Erkrankung (21%) noch mit metastasierter Erkrankung (7%)

erreichen Werte, die im Sinne einer Uberlegenheit im Vergleich zu anderen
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Therapieoptionen interpretiert werden kdnnen. Somit gelingt mit der Anwendung von
ICE + RHT zwar im Vergleich mit anderen, in der Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren STS angewendeten Therapieprotokollen Gberdurchschnittlich haufig eine
Stabilisierung der Erkrankung, die auch Ausdruck in der hohen Progressionsstoprate
von 60% bei nicht metastasierter und 33% bei metastasierter Erkrankung findet
(siehe Tabelle 3-4, S. 58). Eine haufig notwendige Voraussetzung zur erfolgreichen
Resektion des Tumors, die Tumormassenreduktion, wird dennoch nicht erreicht. Aus
diesen Daten kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass nach wie vor fur
Patienten, die mit grofder Wahrscheinlichkeit von einer Tumormassenreduktion
profitieren wirden (zum Beispiel bei Erkrankung ohne Nachweis von
Fernmetastasen und lokal inoperabler Situation) besser remissionsinduzierende
Therapiealternativen bendtigt werden. Aktuell ist jedoch kein Wirkstoff bekannt, der
dieser Forderung gerecht werden wurde. Alle Agenzien, die in Tabelle 1-1, (S. 11f)
als wirksame Therapieoptionen aufgefuhrt werden, zeigen unbefriedigende

Ansprechraten.

5.1.4.3 Gesamtiiberleben

Bisher sind keine Phase IlI-Studien zur Therapie Anthrazyklin-refraktarer STS
veroffentlicht. In den wenigen Phase |I-Studien, die verschiedene Therapieprotokolle
in dieser Situation randomisiert vergleichen, konnte bisher kein Wirkstoff identifiziert
werden, der zu einer signifikanten Verlangerung des Gesamtuberlebens dieser
Patienten beitragen kann (siehe Tabelle 1-1, S.11f). Das Gesamtuberleben ist somit
als Parameter aufgrund fehlender Referenzwerte zur Beurteilung der Wirksamkeit
einer Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS nur unzureichend geeignet. Da jede
zytostatische Therapie aber die Verlangerung des Gesamtiberlebens zum Ziel hat,
soll auf die hier dokumentierten Werte kurz eingegangen werden.

Das Gesamtuberleben in der untersuchten Patientenpopulation betragt bei einer
relativ langen mittleren Nachbeobachtungszeit von 46 Monaten im Median 17
Monate. Im Vergleich zu anderen, in Tabelle 1-1 dargestellten wirksamen
Therapieoptionen ist dies die langste beobachtete mediane Gesamtiberlebenszeit.
Eine naheliegende Erklarung hierfur ist der relativ hohe Anteil an nicht
metastasierten Patienten im hier untersuchten Patientenkollektiv von knapp unter

50% (siehe Abschnitt 5.1.1, S. 110). Das Gesamtuberleben unterscheidet sich zwar
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zwischen metastasierten und nicht metastasierten Patienten nicht signifikant,
dennoch ist das Gesamtuberleben der Patienten ohne Nachweis von
Fernmetastasen mit im Median 23 Monaten tendenziell langer als bei Patienten mit
Nachweis einer Metastasierung (12 Monate). Aufgrund dieser Tatsache lasst sich
aus der deutlich Uberdurchschnittlichen Gesamtuberlebenszeit fur die mit ICE + RHT
behandelte Patientenpopulation keine Uberlegenheit im Vergleich zu anderen
Therapieprotokollen ableiten, insbesondere auch weil eine solche Schlussfolgerung
einen Vergleich innerhalb einer randomisierten Studie voraussetzen wuirde. Fur nicht
wirksame Therapiekonzepte, die die PFR-Kriterien fur eine Wirksamkeit nicht
erreichen, werden jedoch Uberwiegend Gesamtuberlebenszeiten von sechs Monaten
und weniger berichtet (siehe Tabelle 1-2, S. 17), so dass aus dieser deutlichen
Differenz ein madglicher Einfluss der Therapie von ICE + RHT auf das
Gesamtuberleben zumindest vermutet werden kann.

Ein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben in Abhangigkeit vom Ansprechen
(Patienten mit PR/CR nach RECIST-Kriterien) ist nicht nachweisbar (siehe Abbildung
3-15, S. 67). Dies begrindet sich am ehesten durch die Tatsache, dass mit
insgesamt nur elf Patienten, die ein Ansprechen gezeigt haben, die Zahl zu gering
ist, um hier einen signifikanten Unterschied zu generieren. Andererseits zeigt sich
auch bei der entsprechenden Analyse bei Patienten ohne Nachweis einer
Fernmetastasierung kein signifikanter Unterschied bezuglich der Dauer des
Gesamtluberlebens (siehe Abbildung 3-16, S. 67), obwohl der Anteil an Patienten mit
objektivem Ansprechen (PR und CR) in dieser Patientengruppe mit 20% (siehe
Tabelle 3-4, S. 58) hoher ist als in der Gesamtpopulation. Mdéglicherweise erklaren
sich diese Befunde dadurch, dass die Unterschiede in Bezug auf das
Gesamtuberleben zwischen Patienten, bei denen es zu einer Remission unter
zytostatischer Behandlung kommt, und Patienten, bei denen lediglich eine
Stabilisierung der Erkrankung gelingt, so gering sind, dass sie sich in der hier
erfolgten Untersuchung nicht abbilden. Dies wirde die Verwendung der PFR als Mal}
fur die Wirksamkeit einer Therapie unterstitzen. Ziel einer Remissionsinduktion ist
aber immer, wie bereits erwahnt, eine Ermdglichung einer Resektion des Tumors.
Dies gelingt in der hier untersuchten Patientenpopulation nicht in befriedigendem

Male. Insofern unterstitzen diese Daten die Forderung nach weiteren wirksamen
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Substanzen, die ein Ansprechen in einem hoheren Anteil zumindest der Patienten

erreichen konnen, die kurativ intendiert behandelt werden.

5.1.4.4 Die regionale Hyperthermie im Behandlungskonzept

Bisher sind keine Daten publiziert Gber die Wirksamkeit der regionalen Hyperthermie
bei Auftreten eines Rezidivs oder einer Progredienz nach bereits erfolgter
Erstlinienbehandlung. Auch die Frage, ob eine erneute Behandlung in Kombination
mit regionaler Hyperthermie sinnvoll ist, wenn bereits in einer vorhergehenden
Behandlungslinie eine Therapie mit RHT erfolgt ist, ist nicht beantwortet.

Dennoch ist davon auszugehen, dass der deutliche Vorteil, der sich in der
randomisierten Studie von Issels et al. (77) hinsichtlich der lokalen Kontrolle und des
verbesserten Tumoransprechens fur den Therapiearm zeigt, der in Kombination mit
RHT verabreicht wurde (vgl. Abschnitt 1.1.5.3, S.25), nicht auf Patienten in frihen
Krankheitsstadien begrenzt ist, sondern auch Patienten, die Dbereits
chemotherapeutisch und auch in Kombination mit RHT vorbehandelt sind, profitieren
lasst. Dies hat seinen Grund darin, dass Faktoren, die eine bessere Wirksamkeit
einer Chemotherapie bei gemeinsamer Applikation mit RHT erklaren kénnen, wie die
direkte Verstarkung der zytotoxischen Therapie und die vermehrte Perfusion des
hyperthermierten Areals, Einflussgrofen sind, die weitgehend unabhangig von sich
im Rahmen einer Progredienz des Tumors andernden Tumorcharakteristika sind.
Auch existieren Hinweise, dass die Anwendbarkeit der regionalen Hyperthermie bei
Rezidiven (insbesondere in vorbestrahlten Arealen) insgesamt sogar besser ist als
bei Primartumoren, zumindest was die erreichten Temperaturwerte angeht.(190)
Somit ist die Entwicklung einer ,Resistenz des Tumors gegen eine
Hyperthermiebehandlung — nicht zu verwechseln mit einer mdglichweise durch
Hyperthermie induzierten Thermotoleranz der Zellen an sich - sehr
unwahrscheinlich. Insofern ist die Anwendung der RHT auch in der
Zweitlinientherapie von STS sinnvoll.

Die Rationale zur Anwendung von Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid in
Kombination mit regionaler Hyperthermie liegt in der fur Carboplatin (28, 145) und
Ifosfamid (79) durch in vitro und in vivo-Daten ausreichend belegten Uberadditiven
Verstarkung der zytotoxischen Wirkung dieser Substanzen unter gleichzeitiger

Hyperthermie; fur Etoposid alleine ist keine solche Wirkung nachweisbar(80). Durch
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Kombination dieser Substanzen mit einer gleichzeitigen Hyperthermiebehandlung ist
deshalb eine Verstarkung der Wirksamkeit dieser Polychemotherapie in der Therapie
von STS zu erwarten.

Im Vergleich der analysierten Ansprechraten mit den Ansprechraten anderer
Therapiekonzepte in der Behandlung von Anthrazyklin-refraktaren STS zeigen sich
weitgehend &hnliche Ergebnisse. Von einer Uberlegenheit der Therapie mit ICE +
RHT ist deshalb nicht auszugehen (vgl. Tabelle 1-1, S.11f). DarUber hinaus sind
diese Ansprechraten auch nicht signifikant héher als in Publikationen, die ICE (oder
analoge Protokolle) ohne RHT in der Therapie von Sarkomen untersucht haben.(45,
156) Dennoch erlauben diese Ergebnisse nicht den Rulckschluss, dass die
Anwendung der Hyperthermie in der Rezidivsituation oder bei refraktarer Erkrankung
nicht indiziert ist. In der Arbeit von Fields et al. (45) ist die Fallzahl mit zehn
Sarkompatienten sehr niedrig, was die Unsicherheit der Ergebnisse deutlich erhdht.
Papai et al. (156) haben Ifosfamid, Cisplatin und Etoposid in der Erstlinientherapie
von Weichteilsarkomen untersucht. Da diese Patienten keine zytostatische
Vorbehandlung erhalten haben, ist die Wahrscheinlichkeit des Ansprechens
grundsatzlich hoher, so dass die Ergebnisse der Studien zur Therapie von STS mit
ICE ohne RHT nicht mit den hier vorliegenden Daten vergleichbar sind.

Die der vorliegenden Analyse zugrundeliegende Veroffentlichung von Fiegl et al. (44)
enthalt jedoch Hinweise auf eine Wirksamkeit der RHT auch in bei Patienten mit weit
fortgeschrittener STS-Erkrankung: 13 der 20 untersuchten Patienten wurden mit ICE
in Kombination mit regionaler Hyperthermie behandelt; 65% der Patienten waren
bereits im Vorfeld mit einer Thermochemotherapie behandelt worden.
Interessanterweise waren Remissionen nur bei Patienten zu verzeichnen, die in
Kombination mit RHT behandelt worden waren. Dies lasst eine Wirksamkeit der
Hyperthermie, zumindest hinsichtlich Tumorregression und Verbesserung der lokalen
Kontrolle, auch in der Rezidivsituation und bei bereits mit Hyperthermie
vorbehandelten Patienten vermuten. Das Unterlassen einer parallelen
Hyperthermiebehandlung kénnte unter Umstanden zur Reduktion der Ansprechraten
und einer Verschlechterung des progressionsfreien Uberlebens fiihren, so wie es in
der Studie von Issels et al. (77) fur den Therapiearm ohne RHT dokumentiert ist.
Diese Annahme ist jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht mit Sicherheit zu

bestatigen, da keine Kontrollgruppe vorhanden war, die ohne RHT behandelt wurde.
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Ein moglicher Hinweis auf eine effektive Wirkungsverstarkung der zytostatischen
Therapie durch die RHT ergibt sich aus den Daten zum lokalen Ansprechen bei
Patienten mit metastasierter Erkrankung: hier fallt auf, dass im Bereich des lokal
fortgeschrittenen Primarius unter Therapie mit ICE + RHT ein Ansprechen in 14% der
Patienten nachzuweisen ist, wahrend die Metastasen in nur 7% der Patienten ein
Ansprechen zeigen (siehe Tabelle 3-5, S. 60). Dies ist am ehesten als Wirkung der
lokal auf den Tumor applizierten Hyperthermiebehandlung zu verstehen. Die direkten
Effekte einer RHT-Behandlung, wie eine Perfusionssteigerung oder eine Verstarkung
der Zytotoxizitat der applizierten Substanzen, fehlen im Bereich der Fernmetastasen,
so dass die Wirksamkeit hier schlechter ist. Zwar ist die Zellbiologie von Tumorzellen
in Metastasen und Primartumoren potentiell unterschiedlich, was ebenfalls eine
unterschiedliche Suszeptibilitat der Tumormanifestationen erklaren kdonnte, eine auf
die Halfte reduzierte Remissionsrate in Metastasen ware allein durch diese Tatsache

jedoch nur unzureichend erklart.

5.1.4.5 Die Behandlung von Patienten mit metastasierter Erkrankung mit
ICE + RHT
Bei der regionalen Hyperthermie handelt es sich um ein lokales Therapieverfahren,
uber dessen systemische Wirksamkeit — zum Beispiel im Sinne der Induktion einer
immunologischen Antwort auf die Tumorerkrankung — bisher wenige belastbare
klinische Studienergebnisse verfugbar sind. Dennoch wurde das Therapieverfahren
in der vorliegenden Arbeit auch bei Patienten mit Fernmetastasen angewendet.
Dieses Vorgehen soll im Folgenden diskutiert werden.
Unabhangig von Effekten der Hyperthermiebehandlung auf lokale und nicht-lokale
Manifestationen ist, wie bereits im Abschnitt 5.1.4.1 (S. 117) geschehen, darauf
hinzuweisen, dass auch fur Patienten mit metastasierter Erkrankung mit einer PFR
von 57% nach drei Monaten und 35% nach sechs Monaten die Van-Glabbeke-
Kriterien fur eine wirksame Therapie von Anthrazyklin-refraktaren STS weit
uberschritten werden. Insofern kann ICE + RHT auch fUr die Therapie metastasierter
Patienten empfohlen werden, die unter 2.1.2 (S. 38) formulierte Hypothese ist auch
fur diese Patienten anzunehmen.
Die im Abschnitt 5.1.4.4 beschriebene, im Vergleich zum Gesamtansprechen

bessere lokale Ansprechrate (siehe Tabelle 3-5, S. 60) kann fur Patienten mit
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metastasierter Erkrankung bedeutend sein, da insbesondere bei retroperitonealer
Lokalisation des Sarkoms nicht so sehr das Ausmall der Metastasierung
prognosebestimmend ist, sondern die Patienten haufig an Primarius-assoziierten
Komplikationen versterben.(26, 77) Insofern kann eine durch RHT-Behandlung
verbesserte lokale Kontrolle des Tumors, die im Gegensatz zur Resektion oder
Radiatio in diesem Bereich relativ nebenwirkungsarm durchgefihrt werden kann, far
diese Patienten prognoserelevant sein.

Eine Bestatigung der Rolle der lokalen Kontrolle in der Therapie auch von Patienten
mit bereits metastasiertem Weichteilsarkom kann aus den Uberlebensdaten
abgeleitet werden. Zwar ist das Gesamtlberleben bei Patienten mit nicht
metastasierter Erkrankung mit im Median 23 Monaten tendenziell langer als fur
Patienten mit Nachweis von Fernmetastasen (Median 12 Monate), es ergibt sich
jedoch kein signifikanter Unterschied (p=0,089, siehe Abbildung 3-9, S. 62). Bei
Betrachtung des progressionsfreien Uberlebens zeigt sich eine hochsignifikante
Differenz zwischen den beiden Patientengruppen: hier ist das progressionsfreie
Uberleben bei nicht metastasierten Patienten mit acht Monaten im Vergleich zur
metastasierten Subgruppe verdoppelt (siehe Abbildung 3-18, S. 69). Dieser
signifikante Unterschied im progressionsfreien Uberleben insgesamt erklart sich am
ehesten durch ein signifikant langeres fernprogressionsfreies Uberleben bei
Patienten ohne Metastasen (siehe Abbildung 3-29, S. 78). Das lokal
progressionsfreie Uberleben dagegen ist fiir beide Patientengruppen nicht signifikant
unterschiedlich (p=0,090) als Ausdruck einer vergleichbar guten lokalen Kontrolle in
beiden Subgruppen (siehe Abbildung 3-25, S. 75). Somit scheint das lokal
progressionsfreie Uberleben pradiktiv fiir das Gesamtiiberleben zu sein, wahrend ein
hochsignifikant schlechteres progressionsfreies Uberleben im nicht hyperthermierten
Areal keinen Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten hat — ein Hinweis auf
die entscheidende Rolle der lokalen Kontrolle auch bei Patienten mit metastasierter
Erkrankung. Aus diesen Uberlegungen kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die Anwendung der RHT auch bei Patienten mit metastasierter Erkrankung
sinnvoll sein konnte.

Daruber hinaus konnten durch die Hitzebehandlung vermittelte immunologische
Prozesse den Krankheitsverlauf unter Umstdnden gunstig beeinflussen. Durch

Hyperthermie werden immunogene Strukturen, zum Beispiel hsp70, vermehrt aus
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dem Tumor freigesetzt, woraus moglicherweise eine Aktivierung von
immunkompetenten Zellen resultiert (siehe Abschnitt 1.2.5, S. 33). Ob eine solche
Beeinflussung von entfernt liegenden Tumormanifestationen jedoch tatsachlich
vorliegt, kann nicht mit Sicherheit beurteilt werden. Die vorliegenden klinischen Daten
konnen keine Hinweise auf das Vorhandensein solcher Effekte geben, da hierfur

wiederum ein Vergleichsarm fehlt, dessen Patienten ohne RHT behandelt wurden.

5.1.4.6 ICE + RHT in der Behandlung histologischer STS-Subentitaten

Die differenzierte Betrachtung der Effektivitat von Therapieoptionen in definierten
histologischen STS-Subtypen ist eine Entwicklung, die in den letzten Jahren
deutlichen Zuspruch erfahren hat. Ziel ist es, Subentitaten zu identifizieren, die bei
Anwendung bestimmter Zytostatika oder Chemotherapiekombinationen ein
uberdurchschnittliches Ansprechen beziehungsweise ein Uberdurchschnittlich langes
progressionsfreies Uberleben zeigen. Dabei kommen auch Substanzen zur
Anwendung, deren Wirksamkeit in der heterogenen Gruppe der STS im Gesamten
als unzureichend einzuordnen ist, die also bei Anwendung in nicht vordefinierten
Subentitaten keine Wirksamkeit zeigen. Wichtigstes Beispiel fur diese Entwicklung ist
nach wie vor Imatinib mit ausgepragter Effektivitat in der Therapie der GIST (199),
das in der Behandlung anderer STS-Subentitaten unwirksam ist. Daruber hinaus
konnte Paclitaxel als wirksames Therapeutikum in der Therapie von Angiosarkomen
identifiziert werden (157), wahrend Trabectedin neben der guten Wirksamkeit in STS
allgemein besonders gute Ergebnisse bei Patienten mit myxoiden Liposarkomen
zeigt.(61)

Die in dieser Arbeit untersuchte Patientenpopulation ist trotz ihres Umfangs im Sinne
der diagnostizierten Subentitaten zu heterogen, um relevante Schlussfolgerungen fur
eine herausragende Wirksamkeit in einzelnen, vor allem kleineren Subgruppen
zuzulassen. Dennoch wurden die Uberlebenszeiten von Patienten mit haufig
diagnostizierten Subentitaten (38) (Lipo- und Leiomyosarkome) mit den
Uberlebenszeiten von Patienten mit anderer STS-Subentitat verglichen, um mégliche
Tendenzen zu erkennen.

Hier zeigt sich eine signifikant langeres Gesamtuberleben der Patienten mit
Liposarkomen im Vergleich zu Patienten mit Non-Lipo/Non-Leiomyosarkom-
Diagnose (p=0,035, siehe Abbildung 3-13, S. 65). Die Unterschiede zwischen
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Leiomyosarkompatienten zu den anderen Subgruppen sind nicht signifikant. Ahnlich
stellt sich die Situation beim progressionsfreien Uberleben dar: auch hier ist
ausschlieflich die Differenz zwischen Patienten mit Liposarkomen und Patienten mit
Diagnose einer Non-Lipo/Non-Leiomyosarkom-Subentitat signifikant (p=0,041, siehe
Abbildung 3-22, S. 72). Im lokal- und fernprogressionsfreien Uberleben zeigen sich
fur alle Patientengruppen keine signifikanten Unterschiede.

Liposarkome werden, mit Ausnahme der gut differenzierten Liposarkome, zu den
verhaltnismallig Chemotherapie-empfindlichen Weichteilsarkomen gezahlt (175).
Insofern sind signifikante Unterschiede im Gesamtiberleben im Vergleich zur Non-
Lipo/Non-Leiomyosarkomgruppe zu erwarten. Leiomyosarkome gelten als moderat
Chemotherapie-sensibel. Die Uberlebensdaten der Leiomyosarkom-Patienten
unterscheiden sich nicht relevant von den Daten der Patienten mit anderer Subentitat
(siehe Abbildung 3-13, S. 65 und Abbildung 3-22, S. 72). Somit lassen sich in dieser
Arbeit keine Ruckschlisse auf eine besonders ausgepragte Wirksamkeit von ICE +
RHT in Lipo- oder Leiomyosarkomen ziehen.

Bei Betrachtung der Patienten, die ein Ansprechen auf die Therapie mit ICE + RHT
zeigten, fallt jedoch auf, dass der Anteil an Patienten mit NOS-Sarkomen
uberdurchschnittlich hoch ist. In einem Drittel der Patienten mit dieser STS-
Subentitdt war eine Remission unter ICE + RHT nachweisbar. Daraufhin wurden
Uberlebensanalysen auch fiir diese Patienten angestellt, die jedoch keine signifikant
besseren Werte fiir das Gesamt- oder progressionsfreie Uberleben zeigten (siehe
Abbildung 3-14, S. 66 und Abbildung 3-23, S. 73). Dennoch sollte fur Patienten mit
Anthrazyklin-refraktaren NOS-Sarkomen die Gabe von ICE + RHT in jedem Fall in

Erwagung gezogen werden.

5.1.4.7 ICE + RHT in der Behandlung von Weichteilsarkomen mit méaBigem
(G2) und schlechtem (G3) Differenzierungsgrad

Die Rolle der adjuvanten Chemotherapie in Patienten mit Weichteilsarkomen wird

nach wie vor kontrovers diskutiert.(11, 23, 26, 82) Beim Versuch, Patienten zu

identifizieren, die von einer solchen Therapie profitieren kdnnen, wurde von ltaliano

et al.(81) in einer grolRen retrospektiven Studie gezeigt, dass signifikante Effekte

einer adjuvanten Chemotherapie hinsichtlich Gesamt- und metastasenfreiem

Uberleben nur bei Patienten mit schlecht differenzierten Weichteilsarkomen (G3-
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Tumore) nachweisbar sind. Patienten mit G2-Tumoren profitieren demnach nicht von
einer solchen Therapie.

Bei Patienten, die in Folge einer Sarkomerkrankung in Kombination mit regionaler
Hyperthermie behandelt wurden, konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
insbesondere fur Patienten mit G2-Tumoren die Addition von RHT vorteilhaft ist: in
dieser Patientengruppe kommt es zu einer signifikanten Verbesserung des lokal
progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiberlebens.(75) Uber die Griinde fiir
diesen Effekt kann nur spekuliert werden: madglicherweise fuhrt die
Uberwdrmungsbehandlung in  G2-Tumoren zu einer Anderung der
Chemotherapiesensitivitat, indem sie zu einer scheinbaren ,Malignisierung“ des
Tumors beitragt, zum Beispiel durch Storung der DNA-Reparaturmechanismen.(170)
Eventuell spielt hier auch die Stdérung intrazellularer Signalwege durch die
Hyperthermie eine Rolle. Diese Effekte konnten in G2-Tumoren, die im Vergleich zu
G3-Tumoren weniger stark gestorte Regulationsmechanismen besitzen, verstarkt ins
Gewicht fallen.

Das Tumorgrading in Weichteilsarkomen ist der wichtigste prognostische Faktor
hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Fernmetastasen und
hinsichtlich des Gesamtuberlebens.(26, 29) Zu der Frage, ob Patienten mit G2-
beziehungsweise G3-Tumoren im Rezidiv oder bei therapierefraktarer Erkrankung
signifikant unterschiedliche Gesamtuberlebenszeiten haben, existieren keine Daten.
In der in dieser Arbeit analysierten Patientengruppe sind fur das Gesamtuberleben
der Gesamtpopulation keine signifikanten Unterschiede fur Patienten mit G2- und
G3-Tumoren nachweisbar (siehe Abbildung 3-10, S. 62). Fur Patienten mit nicht
metastasierter Erkrankung lasst sich jedoch eine Tendenz erkennen: Das
Gesamtuberleben fur Patienten mit schlecht differenzierten Tumoren ist in dieser
Gruppe besser (siehe Abbildung 3-11, S. 63). Dies ist fur Patienten mit bereits
metastasierter Erkrankung nicht nachweisbar, hier Uberleben Patienten mit G3-
Tumoren signifikant schlechter (siehe Abbildung 3-12, S. 64). Fur alle
weiterfiihrenden Analysen, die das progressionsfreie Uberleben betreffen, ergeben
sich wiederum keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit G2- und G3-
STS (siehe Abbildungen 3-19, 3-20, 3-21, 3-26 und 3-30) Damit entsprechen die

Ergebnisse im Falle einer metastasierten Erkrankung weitgehend den Erwartungen —
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Patienten mit schlechter differenzietem Tumor haben eine schlechtere
Gesamtuberlebenszeit.

Der Effekt, dass insbesondere G2-Patienten von der Hyperthermiebehandlung
profitieren, wie er in der Arbeit von Issels et al. (75) nachweisbar war, ist durch
Fehlen einer Kontrollgruppe, die ohne RHT behandelt wurde, in der vorliegenden
Arbeit nicht zu beweisen. Indirekte Hinweise sprechen jedoch gegen das
Vorhandensein eines solchen Effektes: Patienten mit G2- und G3-Tumoren in nicht
metastasierter Erkrankung weisen keinen signifikanten Unterschied im
Gesamtuberleben auf. Ware ein solcher Effekt nachzuweisen, wurde man ein
signifikant besseres Gesamtuberleben der Patienten mit G2-Tumor erwarten,
einerseits aufgrund der postulierten besseren Prognose von G2-Tumoren an sich,
andererseits aufgrund der verbesserten Wirkung der zytostatischen Therapie in
dieser Patientengruppe. Aus den hier erhobenen Daten ist somit keine Empfehlung
zur bevorzugten Anwendung von ICE + RHT in Patienten mit G2-Weichteilsarkomen
ableitbar.

Mdglicherweise ist die Tumorbiologie bei Patienten mit derart weit fortgeschrittener
Erkrankung und mehrfachen Vortherapien deutlich unterschiedlich von Tumoren bei
Erstdiagnose, so dass dieser Effekt nicht mehr nachweisbar ist. Andererseits zeigen
Sarkome im Verlauf der Erkrankung eine Entdifferenzierungstendenz, die jedoch
oftmals nicht erfasst wird, wenn keine erneute Tumorresektion durchgefuhrt wird.(26)
Somit kdnnte ein Teil der Patienten mit G2-STS in dieser Auswertung tatsachlich
unter einem schlecht differenzierten Weichteilsarkom leiden. Damit wirde die

Erfassung von Unterschieden zwischen diesen beiden Gruppen erschwert.

5.1.4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Therapie von Anthrazyklin-
refraktaren Weichteilsarkomen mit ICE + RHT
In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse einer Therapie mit Ifosfamid,
Carboplatin und Etoposid (ICE), verabreicht in Kombination mit regionaler
Hyperthermie, bei Patienten mit Anthrazyklin-refraktdaren Weichteilsarkomen
untersucht. Mit insgesamt 92 eingeschlossenen Patienten, die vor Beginn der
Therapie allesamt eine progrediente Erkrankung aufwiesen, handelt es sich um eine
grol’e Studienpopulation, die in ihren Charakteristika weitgehend reprasentativ fur

diese Erkrankung ist, mit Ausnahme eines relativ hohen Anteils von Patienten mit
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ausschlieBlich lokaler Erkrankung ohne Nachweis einer Fernmetastasierung. Anhand
der progressionsfreien Uberlebensrate nach drei und sechs Monaten kann ICE +
RHT sowohl bei Patienten mit also auch ohne Nachweis von Fernmetastasen als
wirksame Therapie angesehen werden, mit allerdings substantieller Hamatotoxizitat
und haufigen febrilen Komplikationen in Zytopenie. Die durchgefuhrten
Hyperthermie-Anwendung erreichen die vorgegebenen Zielwerte. In 13% aller
Patienten war nach Therapie mit ICE + RHT ein Ansprechen der
Tumormanifestationen nachweisbar, wobei dieser Anteil in Patienten mit
ausschlielich lokaler Erkrankung hdher war als in Patienten mit Fernmetastasen.
Der Anteil der regionalen Hyperthermie am Therapierfolg lasst sich aufgrund des
Fehlens einer Kontrollgruppe nicht abschatzen, Hinweise auf die prognostische
Relevanz der guten lokalen Kontrolle unter ICE + RHT sind aus den vorgelegten
Daten jedoch ableitbar. Es konnten keine STS-Subentitdten mit herausragender
Suszeptibilitat gegenuber ICE + RHT identifiziert werden, NOS-Sarkome scheinen
aber Uberdurchschnittlich haufig auf die Therapie anzusprechen. Sowohl fur
Patienten mit G2- als auch mit G3-Sarkomen zeigt ICE + RHT eine gute
Wirksamkeit, wobei kein ausgepragter Effekt der RHT-Behandlung fur Tumore eines

bestimmten Differenzierungsgrades nachweisbar war.

5.2 Die lytische Aktivitat von NK-Zellen bei Weichteilsarkom-
Patienten

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Aspekte der Immunkompetenz von Patienten,
die unter Weichteilsarkomen leiden, analysiert. Im Speziellen wurde die Frage nach
der lytischen Funktion von NK-Zellen und ihrer Beeinflussbarkeit unter Therapie
untersucht, insbesondere in Hinblick auf mdgliche Einflussfaktoren der regionalen
Hyperthermie auf ihre Aktivitdt. Neben der Betrachtung der lytischen Funktion
unmanipulierter NK-Zellen aus dem  peripheren Blut wurden auch
Stimulationsversuche mit diesen Zellen durchgefuhrt, um maogliche therapeutische
Ansatze aufzuzeigen.

Zunachst werden die Ergebnisse der Analysen zur unstimulierten Aktivitat der NK-
Zellen diskutiert. Im weiteren Verlauf wird dann auf die Ergebnisse der

Stimulationsassays eingegangen.
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5.21 Die unstimulierte NK-Zell-Aktivitat

Zentrale Hypothese dieses Teils der Arbeit war die Annahme, dass eine Behandlung
mit regionaler Hyperthermie Uber eine vermehrte Expression von hsp70 auf der
Oberflache von Tumorzellen zu einer verstarkten lytischen Funktion von NK-Zellen
fuhrt (siehe Abschnitt 2.2.2, S. 40). Zum Nachweis dieser Annahme wurden bei
Patienten Blutentnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie durchgefuhrt
und die aus dem Blut isolierten PBL auf ihre Iytische Funktion gegen klassische NK-
Targetzellen getestet. Die so erhaltenen Werte wurden mit der NK-Zell-Aktivitat

gesunder Spender verglichen.

5.2.1.1 Unstimulierte NK-Zell-Aktivitdt gesunder Spender

In allen fur diese Arbeit durchgefuhrten Versuchen zur NK-Zell-Funktion wurden als
Positivkontrolle parallel Messungen an NK-Zellen gesunder Spender durchgefuhrt.
Diese Zellen zeigten in allen Experimenten eine messbare Aktivitat bei einer E/T-
Ratio von 20:1, wenngleich das Ausmal} der gemessenen Aktivitdt von Spender zu
Spender unterschiedlich war (siehe Abbildung 4-4, S. 97 und andere).

Gesunde Individuen verfligen also Uber eine spontane NK-Zell-Aktivitat, die
interindividuell unterschiedlich ist, was die relativ grol3e Standardabweichung in den
hier vorgestellten Daten erklart. Im Mittelwert ist die Aktivitat, die bei gesunden
Spendern der hier untersuchten Kohorte nachzuweisen ist, im Vergleich zu anderen
Publikationen weitgehend identisch, soweit dieser Vergleich aufgrund methodischer
Einschrankungen moglich ist (siehe 5.2.1.2).

Somit ist davon auszugehen, dass die fur diese Arbeit durchgefuhrten Experimente
grundsatzlich geeignet sind, um eine valide Einschatzung der lytischen NK-Zell-
Aktivitat vorzunehmen. Die Verwendung von Lymphozyten aus dem peripheren Blut,
an denen keine weitere Aufreinigung im Sinne einer Isolation von NK-Zellen
vorgenommen wird, ist dabei zur Bestimmung der NK-Zell-Aktivitat ausreichend, da
die eingesetzten Zielzellen (K562) in der Literatur als spezifisches NK-Zell-Target
Verwendung finden und eine Beeinflussung der Ergebnisse zum Beispiel durch
reaktive zytotoxische T-Zellen nicht beziehungsweise nur in untergeordnetem

Umfang anzunehmen ist.(132)
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5.2.1.2 Unstimulierte NK-Zell-Aktivitét vor Einleitung der
Zweitlinientherapie
Zur Beantwortung der Hauptfragestellung (siehe Abschnitt 2.2.1, S. 39) wurde
zunachst die NK-Zell-Aktivitat von Patienten vor Einleitung einer Zweitlinientherapie
(beziehungsweise bei einigen Patienten auch einer Dritt- oder Viertlinientherapie),
mehrheitlich aufgrund der Diagnose eines Anthrazyklin-refraktaren
Weichteilsarkoms, bestimmt. Die Patienten zeigen eine komplett unterdrickte
lytische Aktivitat ihrer NK-Zellen. Dies gilt mit einer Ausnahme fur alle 14
untersuchten Patienten. Es ist ein hochsignifikanter Unterschied der Aktivitat von
Patienten und gesunden Spendern nachweisbar (siehe Abbildung 4-4, S. 97). Eine
Ausnahme stellt hier Patient 8 dar, bei dem eine Aktivitat der NK-Zellen nachweisbar
ist, die an die Aktivitdt von gesunden Spendern zumindest heranreicht. Dabei ist
hervorzuheben, dass Patient 8 derjenige Patient ist, bei dem die letzte
chemotherapeutische Behandlung mit Uber 17 Jahren mit Abstand am langsten
zuruckliegt (siehe Tabelle 4-4, S. 94).
In der Literatur finden sich bisher keine Berichte zur NK-Zell-Funktion von
Weichteilsarkom-Patienten. Die in dieser Arbeit nachgewiesene signifikant
erniedrigte lytische Aktivitat der NK-Zellen ist dennoch im Lichte der bei anderen
malignen Erkrankungen nachweisbaren Reduktion der lytischen Aktivitat nicht
uberraschend (siehe Abschnitt 1.2.3, S. 29).
Die Reduktion erscheint im Vergleich zur NK-Zell-Funktion bei anderen
Tumorentitaten allerdings sehr ausgepragt.(96, 129) Ein nachvollziehbarer Vergleich
der lytischen Aktivitat der NK-Zellen des peripheren Bluts zwischen unterschiedlichen
Tumorentitaten ist jedoch schwierig, da die eingesetzten Methoden teilweise
differieren und die Effektor-Target-Ratio haufig groRer ist als die hier gewahlte E/T-
Ratio von 20:1. Daruber hinaus wird die NK-Zell-Aktivitat in der absoluten Mehrzahl
der Untersuchungen nicht mit der im peripheren Blut vorhandenen NK-Zellzahl
korreliert. Unterschiede konnen grundsatzlich somit auch durch einen
unterschiedlichen Gehalt an NK-Zellen in den fur die Experimente eingesetzten PBL
begrundet sein.
In dieser Arbeit liegen NK-Zellzahlen nur von einem Teil der Patienten vor, weshalb
eine entsprechende Normalisierung der Aktivitdt nicht moglich ist. Aus Abschnitt
4.2.3 (S. 108) ist jedoch ersichtlich, dass sich die Anzahl der Leukozyten und die
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Anzahl der naturlichen Killerzellen im peripheren Blut der Patienten unter
Chemotherapie weitgehend parallel verandern, so dass nach Isolation der
mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut mittels
Dichtegradientenzentrifugation der Anteil an NK-Zellen stabil bleibt. Dies macht eine
ausgepragte Beeinflussung der hier vorgestellten Ergebnisse durch niedrige NK-Zell-
Zahlen unwahrscheinlich. Fur zukinftige Untersuchungen ist dennoch zu fordern,
dass eine Normalisierung der NK-Zell-Aktivitat an die absolute NK-Zellzahl erfolgen
muss, um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu garantieren.

Mdgliche Grunde fur die Reduktion oder vollstandige Unterdrickung der NK-Zell-
Funktion von Zweitlinienpatienten sind Einflussfaktoren der vorhergehenden
Chemotherapie oder eine Beeinflussung der NK-Zell-Aktivitat durch die Erkrankung
an sich. Die abweichend von allen anderen Zweitlinienpatienten nicht signifikant
reduzierte Aktivitdt von Patient 8 (siehe Abbildung 4-4, S. 97) kann im Sinne einer
Beeinflussung der Aktivitat durch eine zytostatische Behandlung interpretiert werden,
da bei diesem Patienten die letzte Chemotherapie-Applikation Uber 17 Jahre
zurlckliegt, wahrend der Zeitabstand zur letzten Gabe einer Chemotherapie bei den
anderen Patienten deutlich kirzer zurtckliegt (im Median 5,5 Monate).

In Abhangigkeit von der Dauer eines solchen NK-Zell-Aktivitats-supprimierenden
Effektes der Chemotherapie ware jedoch zu erwarten, dass es bei Patienten, die
eine langere Therapiepause hinter sich haben, zu einer eventuell auch nur
langsamen Erholung der lytischen Funktion kommt. Abweichend von dieser
Annahme zeigen die Patienten, bei denen die letzte chemotherapeutische
Behandlung mehr als ein Jahr zurlckliegt (Patienten 7, 10 und 13) jedoch keine auch
nur tendenziell hohere Aktivitat der NK-Zellen im Vergleich zu den Patienten, bei
denen eine zytostatische Behandlung deutlich kurzer zurtck liegt.

Die in der Literatur verfigbaren Daten zur Beeinflussung der NK-Zell-Aktivitat durch
verschiedene Zytostatika sind uneinheitlich. Obwohl urspringlich angenommen
wurde, dass eine zytotoxische Behandlung zu einer wahrscheinlich intermittierenden
Reduktion der Aktivitat der Lymphozyten fuhrt (63), konnte inzwischen fur eine ganze
Reihe von Zytostatika gezeigt werden, dass es unter Therapie mit diesen Agenzien
unter Umstanden sogar zu einer Aktivierung von NK-Zellen kommt. Beispiele hierflr
sind Cisplatin (116), 5-Fluorouracil (167) und Lenalidomid.(47) Ifosfamid scheint
keinen Einfluss auf die lytische Aktivitat der NK-Zellen zu haben.(16, 136) Kiyohara
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et al. (92) konnten bei Patienten mit Blasen- und Hodenkarzinomen zeigen, dass es
bei einem grolieren zeitlichen Abstand (etwa ab einem Monat) nach Verabreichung
einer Polychemotherapie zu einer vermehrten Aktivitat aktivierter NK-Zellen kommt.
In Anwesenheit von immunmodulatorischen Agenzien wie Interleukin 2 oder
Interferon y kdnnen auch Chemotherapeutika wie Mafosfamid oder
Cyclophosphamid, die als Monotherapie verabreicht die Aktivitdt von NK-Zellen
reduzieren, zu einer ausgepragteren Stimulation der Aktivitat fihren, als sie bei
Inkubation mit den Immunmediatoren alleine nachweisbar sind.(13)

Hinsichtlich der Langzeiteffekte einer Chemotherapie sind nur wenige Daten in der
Literatur verfigbar. Bei Patienten mit Hodenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass
trotz initial eingeschrankter Funktion der NK-Zellen ein Jahr nach Ende der
antineoplastischen Therapie eine normale NK-Zellfunktion im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nachweisbar ist, wobei sich die untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der
Untersuchung in kompletter Remission ihrer Erkrankung befanden.(87) Bei Kindern
mit soliden Tumoren zeigte sich ein Jahr nach Beendigung einer Chemotherapie eine
persistierende Reduktion der NK-Zell-Aktivitat nur in einem kleinen Prozentsatz der
untersuchten Patienten (6,7%).(102)

Zusammenfassend lasst sich aus der verfugbaren Literatur also sagen, dass —
entgegen urspriunglicher Annahmen — unter chemotherapeutischer Behandlung nicht
zwingend mit einem Ruckgang der lytischen Aktivitdt von NK-Zellen zu rechnen ist.
Sollte dennoch eine solche Reduktion der NK-Aktivitat auftreten, ware zu erwarten,
dass Effekte einer Chemotherapie die NK-Zell-Aktivitat Uber einen Zeitraum von
weniger als einem Jahr reduzieren. Auch Patienten, bei denen die letzte
zytostatische Behandlung langer als ein Jahr zurlckliegt, zeigen in der hier
vorliegenden Analyse aber keine wesentliche lytische Funktion der NK-Zellen. Aus
diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die Reduktion beziehungsweise
vollstandige Unterdrickung der Aktivitat, wie sie bei Patienten vor Einleitung einer
Zweitlinientherapie nachweisbar ist, zumindest teilweise im Rahmen der

Grunderkrankung zu sehen ist.
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5.2.1.3 Unstimulierte NK-Zell-Aktivitét vor Einleitung der
Erstlinientherapie
Nach Beobachtung der ausgepragten Reduktion der NK-Zell-Aktivitat bei Patienten,
die eine Zweitlinientherapie erhalten sollten, wurde die Frage gestellt, ob eine solche
reduzierte lytische Aktivitat auch bei Patienten nachweisbar ist, die sich bei
Erstdiagnose eines STS noch vor Gabe der ersten zytostatischen Therapie vorstellen
(siehe Abschnitt 2.2.1, S. 39). Auch diese Patienten zeigen eine signifikante
Reduktion der NK-Zell-Aktivitat im Vergleich zu gesunden Spendern (siehe
Abbildung 4-12, S. 106). Interessanterweise sind die erreichten Aktivitatswerte
jedoch auch signifikant hoéher als die bei Patienten vor Einleitung einer
Zweitlinientherapie gemessenen Werte (siehe Abbildung 4-13, S. 107).
Aus diesen Werten lasst sich wiederum ein Einfluss der STS-Erkrankung an sich auf
die NK-Funktion ableiten, da im Vorfeld der Messungen keine Chemotherapie
verabreicht worden war. Bei vier der sieben untersuchten Erstlinienpatienten wurde
allerdings im Vorfeld der Blutentnahme eine Tumorresektion durchgefuhrt (siehe
Tabelle 4-5, S. 96). Es ist bekannt, dass Vollnarkosen und groéRere chirurgische
Eingriffe zu einer Reduktion der lytischen Aktivitat von NK-Zellen fuhren.(107) Eine
Resektion von Weichteilsarkomen erfordert Ublicherweise grof3e chirurgische
Eingriffe zur Einhaltung entsprechender Sicherheitsabstande. Da konventionelle,
invasivere Operationstechniken anscheinend einen groferen Einfluss auf die NK-
Zell-Funktion nehmen als minimal-invasive Techniken (141), ist eine Auswirkung
dieser vorangegangenen Tumorresektionen auf die gemessenen Ergebnisse in
dieser Arbeit nicht auszuschliel3en.
Grunde fur die konstitutionelle, scheinbar tumorassoziierte Reduktion der Aktivitat
sowohl bei Patienten vor Einleitung einer Erstlinien- wie auch Zweitlinientherapie
konnen nicht angefluhrt werden, da keine entsprechenden Analysen zum Beispiel zur
Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D oder CD161 erfolgten.
Auch andere, in der Literatur mit einer reduzierten NK-Zell-Aktivitat bei
Tumorpatienten assoziierte Veranderungen, wie Abweichungen der Zytokinspiegel

oder der Expression der ¢-Kette, wurden nicht untersucht.
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5.2.1.4 Verdnderungen der NK-Zell-Aktivitét im Verlauf der Therapie
Die zentrale Hypothese, die der Untersuchung der NK-Zell-Funktion zugrunde gelegt
wurde, lautet (siehe 2.2.2, S. 40):

Die spontane lytische NK-Zell-Aktivitdt, gemessen an NK-Zellen aus dem
peripheren Blut von Patienten mit fortgeschrittenem Weichteilsarkom, steigt
unter Therapie mit ICE in Kombination mit regionaler Hyperthermie signifikant

an.

Grundlage fur diese Hypothese war der Nachweis einer vermehrten Expression von
hsp70 auf der Zellmembran von Tumorzellen unter Hyperthermie(15) sowie der
Nachweis einer vermehrten Produktion von hsp70 in hyperthermierten Zellen.(55)
Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde angenommen, dass es unter
Hyperthermiebehandlung und paralleler Freisetzung von hsp70 aus zerstorten
Tumorzellen zu einer Aktivierung der NK-Zellen kommt, die sich in den
Aktivitatslevels der NK-Zellen im peripheren Blut widerspiegelt.

Diese Hypothese muss anhand der vorliegenden Daten zurlickgewiesen werden. Im
Verlauf der Therapie zeigte sich keine Regeneration der zu Therapiebeginn bereits
signifikant erniedrigten NK-Zell-Aktivitat. Dies gilt sowohl fur den kurzfristigen Verlauf
direkt unter Therapie, also bei Blutentnahme unmittelbar nach Komplettierung des
jeweiligen Zyklus’ (siehe Abbildung 4-5, S. 98), als auch fur den langerfristigen
Verlauf bei Blutentnahme vor dem folgenden Zyklus (siehe Abbildung 4-7, S. 100).
Bei Patient 8, der zu Beginn der Therapie noch eine geringe spontane NK-Zell-
Aktivitat zeigte, war im weiteren Verlauf ebenfalls keine Aktivitdt mehr nachweisbar
(siehe Abbildung 4-6, S. 99).

Es existieren unterschiedliche Modelle, die eine vermehrte Aktivitdt der NK-Zellen
unter Hyperthermiebehandlung zu erklaren versuchen, wobei die Annahme, dass es
unter Anwendung einer Hyperthermiebehandlung tUberhaupt zu einer Steigerung der
NK-Zell-Aktivitat kommt, nicht als gesichert angesehen werden kann (siehe Abschnitt
1.2.6, S. 33). In der vorliegenden Arbeit ist eine solche vermehrte Aktivitat nicht
nachweisbar. Eine naheliegende Erklarung flr diese Beobachtung ist der
gleichzeitige Effekt der Chemotherapie, die eine Stérung der NK-Zell-Aktivierung

verursacht. Uber den Einfluss einer zytostatischen Behandlung mit Ifosfamid,
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Carboplatin und Etoposid auf die Expression von NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D,
NKp30, NKp44, NKp46 und CD161 oder den Einfluss auf die MICA/B-Expression auf
Sarkomzellen sind allerdings keine Daten verfugbar. Es ist dennoch denkbar, dass
es zu einer Storung des Zellstoffwechsels der NK-Zellen des Patienten und hierdurch
zu einer Storung der Rezeptorsynthese im Rahmen der chemotherapeutischen
Behandlung kommt. Diese Stérung kdnnte zu einer Abnahme der NK-Zell-Aktivitat
beziehungsweise einem Ausbleiben eines entsprechenden Anstiegs unter
Hyperthermiebehandlung fuhren.

Die Zuruckweisung der Hypothese impliziert also nicht zwingend die Negierung einer
immunogenen Wirkung der Hyperthermie an sich, vielmehr ist ein solcher Effekt,
zumindest auf NK-Zellen des Patienten, aus den Zellen des peripheren Bluts der
Patienten nicht nachweisbar. Grund fur diese fehlende Nachweisbarkeit ist
madglicherweise die Interferenz der gleichzeitig verabreichten zytotoxischen Therapie.
Es ist dennoch vorstellbar, dass es lokal im Bereich des Tumors zu einer Aktivierung
immunkompetenter Zellen kommt, die durch Anwendung der RHT verstarkt wird.

Aufschluss hieriber kdnnen jedoch nur weiterflhrende Analysen geben.

5.2.2 Die Stimulation der NK-Zell-Aktivitat

Die Stimulation der NK-Zell-Aktivitat ist ein Therapieansatz, der in den letzten Jahren
vermehrt Beachtung in der Behandlung von Patienten mit Krebserkrankungen
gefunden hat. Auf Grundlage dieses Therapiekonzepts wurden auch bei den hier
untersuchten Patienten Stimulationsassays durchgeflhrt, um zu eruieren, ob die
Stimulation der NK-Zell-Funktion grundsatzlich geeignet ist, zu einer Verbesserung

der Versorgung von Patienten mit STS beizutragen.

5.2.2.1 Stimulierbarkeit der NK-Zell-Aktivitédt durch IL-2 und TKD

Alle Zweitlinienpatienten, deren PBL im Rahmen dieser Arbeit auf ihre NK-Zell-
Aktivitat hin untersucht und bei denen Stimulationsassays durchgeflhrt wurden,
zeigen eine hoch signifikante Zunahme der Iytischen NK-Zell-Aktivitat nach
Stimulation, obwohl vor dieser Stimulation keine relevante Aktivitat nachweisbar war
(siehe Abbildung 4-7, S. 100). Gleiches gilt fur die Aktivitat von stimulierten PBL der
Erstlinienpatienten: auch hier zeigt sich eine hochsignifikante Zunahme der lytischen
Aktivitat (siehe Abbildung 4-12, S. 106). Dabei Uberschreitet die Zytotoxizitat dieser
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stimulierten Patientenproben sogar die Aktivitat, die unstimulierte NK-Zellen
gesunder Spender zeigen (siehe Abbildung 4-9, S. 102).

Es ist mittels Stimulation also eine relevante NK-Zell-Aktivitat auch fur die Patienten
zu erzeugen, fur die im Vorfeld keine Aktivitat nachweisbar war. Im weiteren Verlauf
der Therapie, nach bis zu sechs Zyklen einer Chemotherapie mit ICE in Kombination
mit regionaler Hyperthermie, bleibt die Aktivierungsfahigkeit der NK-Zellen nach
Stimulation mit IL-2 erhalten, wenngleich die nachzuweisende Aktivitat der NK-Zellen
tendenziell niedriger ist als vor Beginn der Therapie (p= 0,059, siehe Abbildung 4-10,
S. 103).

Die vorliegenden Daten zur Stimulationsfahigkeit liefern auch Hinweise auf die
Genese der signifikant reduzierten nativen NK-Zell-Funktion von Patienten mit STS
(siehe Abschnitt 5.2.1, S. 130): offensichtlich existieren bei den untersuchten
Patienten Faktoren, die Auswirkungen auf das aktivierend-inhibitorische
Gleichgewicht haben. Signale, die von K562-Zellen ausgehen und das Gleichgewicht
in Richtung Aktivierung verschieben, also zum Beispiel eine fehlende oder schwache
Expression von MHC-Klasse-l (110) oder eine membranstandige Expression von
hsp70 (138) auf den Zielzellen, erreichen in unstimulierten NK-Zellen der Patienten
keinen vergleichbaren Effekt, wie er bei gesunden Spendern nachweisbar ist. Mittels
Inkubation mit IL-2 ist diese Blockade der NK-Zell-Aktivierung zu Uberwinden.

Es erscheint moglich, dass dieser Effekt zum Beispiel durch eine veranderte
Expression von aktivierenden Rezeptoren wie NKG2D, CD16 (110) oder CD94 (60)
auf den NK-Zellen der Patienten vermittelt wird, durch einen veranderten Gehalt der
NK-Zellen an intrazelllularen Effektorproteinen wie Granzym B (59) oder Perforin
oder durch eine Uberwiegende Expression inhibitorischer NK-Zell-Rezeptoren wie
killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). Alternativ ware es auch vorstellbar,
dass es unter Erkrankungen wie Weichteilsarkomen zu einer Blockade der
aktivierenden Rezeptoren kommt. Ein Hinweis darauf ist in den Arbeiten zu sehen,
die bei Inkubation von NK-Zellen gesunder Spender mit Serum von Tumorpatienten
eine reduzierte Aktivitat der NK-Zellen nachweisen konnten.(100) Eine Klarung der
zugrunde liegenden Mechanismen der fehlenden Aktivierung kann jedoch erst in
weiterfUhrenden Analysen erfolgen.

StandardmaRig wurden zur Stimulation Medien verwendet, denen IL-2 in einer

Konzentration von 1000 U/ml hinzugefugt war. Diese Konzentration ist im Vergleich
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zu Vorgaben aus der Literatur relativ hoch gewahlt. (104, 184) Es existieren jedoch
auch Arbeiten, bei denen sogar noch hohere IL-2-Konzentrationen zur Aktivierung
der NK-Zellen zur Anwendung kamen.(153, 184)

In vergleichenden Stimulationsansatzen konnte gezeigt werden, dass eine IL-2-
Konzentration von 100 U/ml ausreichend ist, um eine relevante Aktivierung der
lytischen Funktion der NK-Zellen zu erreichen. Die mit dieser Konzentration erreichte
Aktivitat unterscheidet sich nicht signifikant von den Aktivitatslevels, die nach
Inkubation mit 1000 U/ml erreicht wurden (siehe Abbildung 4-11, S. 104)
Moglicherweise kommt es unter hohen IL-2-Konzentrationen tUber 100 U/ml zu einer
Sattigung der IL-2-Rezeptoren auf NK-Zellen, so dass keine weitere Verstarkung der
Aktivitat mehr auslosbar ist.

Eine IL-2-Konzentration von 25 U/ml war in den hier vorliegenden Experimenten
nicht ausreichend, um einen messbaren Anstieg der NK-Aktivitat auszuldsen. Dies
mag damit zusammenhangen, dass es bei niedrigen IL-2-Konzentrationen zu einer
bevorzugten Stimulation beziehungsweise Expansion von CD56"9" NK-Zellen
kommt, die keine ausgepragte zytotoxische Wirkung haben, sondern vor allem durch
Produktion und Ausschuttung von Zytokinen wie Interferon y oder Tumor Nekrose
Faktor a immunmodulatorisch wirken.(6)

Es lasst sich also sagen, dass eine Stimulation mit IL-2 in einer Konzentration von
1000 U/ml oder 100 U/ml zu einer relevanten Steigerung der vorher komplett
fehlenden lytischen Aktivitat von NK-Zellen fuhrt. Dieser Effekt kdnnte von

therapeutischem Nutzen fir STS-Patienten sein.

5.2.2.2 Rolle von TKD in der Stimulation von NK-Zellen

Zusatzlich zu IL-2 wurde TKD, ein hsp70-Derivat mit NK-Zell-stimulierenden
Eigenschaften, zur Aktivierung der NK-Zell-Funktion zur Anwendung gebracht. In
verschiedenen Publikationen war ein additiver stimulierender Effekt bei gemeinsamer
Inkubation der NK-Zellen mit TKD nachgewiesen worden (137), so dass diese
Eigenschaft des Derivats auch an den hier bearbeiteten Patientenproben untersucht
werden sollte.

In den durchgefuhrten Experimenten konnte keine zusatzliche Stimulation der NK-
Zell-Aktivitat durch TKD nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4-11, S. 104). Dies

steht im Widerspruch zu allen bisher veroéffentlichten Arbeiten zur Wirkung von TKD,
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in denen eine additive aktivierende Wirkung auf die zytotoxische Aktivitat von NK-
Zellen nachgewiesen werden konnte.(52, 59, 60, 132, 137, 180) Es muss jedoch
betont werden, dass anders als in der vorliegenden Arbeit in diesen Publikationen
uberwiegend NK-Zellen gesunder Spender zur Anwendung kamen. In einer Arbeit
von Krause et al., in der die Vertraglichkeit des adoptiven Transfers von autologen
NK-Zellen nach ex vivo Stimulation mit IL-2/TKD bei Patienten mit metastasierten
Colon- und Bronchialkarzinomen untersucht wurde, wird von zwei Patienten
berichtet, bei denen es unter Inkubation mit 100 U/ml IL-2 und TKD zu keinem
Anstieg der Iytischen Aktivitat der NK-Zellen kommt.(104) Diese Patienten zeigen
allerdings auch keinen Anstieg der Aktivitat unter Inkubation mit IL-2 alleine. Somit
sind die bei diesen Patienten erhobenen Daten nochmals abweichend zu den
Ergebnissen, wie sie fur diese Arbeit vorliegen.

Die fehlende Stimulationsfahigkeit von TKD in den hier berichteten Experimenten ist
nicht durch eine fehlerhafte TKD-Charge zu erklaren, da nach Vorliegen der ersten
Ergebnisse TKD aus einer neueren Charge zur Anwendung kam, ohne dass es in
Folge zu einem deutlichen Anstieg der NK-Zell-Aktivitat nach Inkubation mit IL-2 und
TKD kam. Diese Charge wurde in kooperierenden Laboren ebenfalls eingesetzt,
wobei eine Aktivitat des Polypeptids nachweisbar war.

Da keine weiterfUhrenden Analysen zu Einflussfaktoren wie der Rezeptor-Expression
oder des Granzym/Perforin-Gehaltes der NK-Zellen durchgefuhrt wurden, kann Uber
die Ursache einer ausbleibenden aktivierenden Wirkung von TKD, ebenso wie fur die
Ursache der reduzierten NK-Zell-Aktivitat bei Weichteilsarkompatienten an sich, nur
spekuliert werden. Moglicherweise liegen bei Patienten mit Weichteilsarkomen
spezifische Veranderungen des Rezeptorbesatzes der NK-Zellen vor, wie sie zum
Beispiel bei Patienten mit Colon- oder Bronchialkarzinomen nicht nachweisbar sind.
Betrafen diese Veranderungen Rezeptoren, die eine Rolle in der Vermittlung der
TKD-Aktivierung spielen, wie CD94 (58) oder Effektoren wie Granzym B als
apoptoseinduzierendes Protein in der Kontrolle von Tumorzellen mit
membranstandiger hsp70-Expression (59), konnten diese Veranderungen ein

Ausbleiben der zusatzlichen stimulierenden Wirkung von TKD erklaren.
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5.2.3 Implikationen der Ergebnisse zur NK-Zell-Aktivitat fur die Therapie
von Patienten mit Weichteilsarkomen

Aufgrund der prominenten Rolle, die NK-Zellen in der Immunosurveillance von
malignen Erkrankungen und in der Verhinderung einer Metastasierung einnehmen
(vgl. Abschnitt 1.2.1, S. 28), ist davon auszugehen, dass eine Reduktion der Aktivitat
der Zellen Auswirkungen auf die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung
beziehungsweise auf die Transformation von Zellen an sich hat. Wie bereits erwahnt,
konnte in einer groRen Langsschnittstudie von Imai et al. festgestellt werden, dass
Patienten mit reduzierter spontaner NK-Zell-Aktivitat eine hoheres Risiko fur die
Entwicklung einer malignen Erkrankung haben.(74) Aus den Ergebnissen dieser
Arbeit ist auch abzuleiten, dass die mittels Chrom-Freisetzungs-Assay gemessene
NK-Zell-Aktivitat eine relevante GrofRe fur klinische Fragestellungen und nicht nur ein
,Labor-Artefakt® darstellt.

Insgesamt ist die ausbleibende beziehungsweise signifikant erniedrigte lytische
Aktivitat der NK-Zellen, wie sie fur die hier untersuchten Patienten nachweisbar ist
(siehe Abbildung 4-13, S. 107), als unvorteilhaft anzusehen. Eine Augmentation der
Aktivitat konnte also von klinischem Nutzen sein. Eine Applikation von Interleukin-2
intravends beziehungsweise subkutan, die zu einer messbaren Stimulation der NK-
Zell-Aktivitat fuhrt, wurde in unterschiedlichen Tumorentitadten untersucht und lange
Zeit in der Therapie zum Beispiel des metastasierten Nierenzellkarzinoms zur
Anwendung gebracht.(125) Auch in Patienten mit metastasiertem malignen Melanom
konnten unter IL-2-Therapie relevante Ansprechraten und unter Umstanden
langanhaltende Remissionen erreicht werden.(133)

Eine ex vivo durchgefuhrte  Stimulation der  NK-Zell-Aktivitdt  von
Leukaphareseprodukten bietet den Vorteil, dass Agenzien wie IL-2 und TKD ohne
oder mit nur sehr geringen systemischen Nebenwirkungen in der Therapie von
Patienten mit malignen Erkrankungen angewendet werden konnen. Ein solcher
adoptiver Transfer von autologen, mit IL-2 und TKD aktivierten NK-Zellen wurde in
der Therapie von Patienten mit therapierefraktaren Colon- oder Bronchialkarzinomen
untersucht.(104) Bei einem der behandelten Patienten konnte eine langerfristige
Stabilisierung der Erkrankung dokumentiert werden.(127) Insgesamt zeigen die
Ergebnisse der bisher veroffentlichten Phase I/1I-Studien zum adoptiven Transfer von

ex vivo aktivierten autologen NK-Zellprodukten zwar eine gute Vertraglichkeit der
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Therapie, die Remissions- und Krankheitsstabilisierungsraten sind aber
enttduschend.(20, 21, 118, 153, 184) Die Verwendung von allogenen, zum Beispiel
haploidentischen NK-Zellen als Therapiealternative erscheint deshalb attraktiv, weil
in diesem Setting ein modglicher KIR-Mismatch zu einer verstarkten Aktivitat der
allogenen NK-Zellen gegen Tumorzellen des Empfangers fuhren koénnte. Erste
Ergebnisse zeigen, dass eine solche Therapie sicher und ohne Induktion einer Graft-
versus-Host-Erkrankung des Empfangers durchgefihrt werden kann. In
ausgewahlten Tumorentitdten konnten durch eine solche Therapie Remissionen
erreicht werden.(128, 168)

Daten zur Therapie mit systemisch appliziertem IL-2 in Patienten mit
Weichteilsarkomen sind nicht verfugbar. Ebenso wenig wurden bisher Patienten mit
Weichteilsarkomen in Studien zum adoptiven Transfer von autologen oder allogenen
aktivierten NK-Zellen behandelt. Da es unter RHT-Anwendung nicht, wie
ursprunglich angenommen, zu einer Aktivierung von NK-Zellen zumindest im
peripheren Blut von STS-Patienten kommt, erscheint es sinnvoll, alternative
Moglichkeiten der Augmentation der NK-Zell-Aktivitat, wie sie hier dargestellt wurden,

bei Patienten mit Weichteilsarkomen auf ihre Effektivitat zu prifen.

5.3 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass mit ICE in Kombination mit regionaler
Hyperthermie ein  Protokoll zur Therapie von  Anthrazyklin-refraktaren
Weichteilsarkomen zur Verfugung steht, das in einem relevanten Teil der Patienten
zu einer Remission oder zu einer Stabilisierung der Erkrankung fuhren kann. Dies ist
anhand der hohen PFR-Raten nach drei und sechs Monaten zu dokumentieren. Die
entsprechenden Werte Ubersteigen die Zielwerte, die zur Feststellung einer
Wirksamkeit eines Therapiekonzeptes erreicht werden sollten, deutlich. Die
assoziierte Toxizitat des Therapieprotokolls — zumindest in der hier standardmalig
zur Anwendung kommenden Dosierung — schrankt die Anwendbarkeit von ICE +
RHT jedoch auf ein Patientenkollektiv in gutem Allgemeinzustand ein. Insbesondere
im Licht aufkommender Therapieoptionen im Management von Anthrazyklin-
refraktaren Weichteilsarkomen wie zum Beispiel Tyrosinkinaseinhibitoren, deren
Nebenwirkungsprofil als gunstiger zu bewerten ist, ist es von entscheidender

Bedeutung, Patienten zu identifizieren, die von der moglicherweise hoheren
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Wabhrscheinlichkeit einer Remissionsinduktion unter ICE in Kombination mit
regionaler Hyperthermie profitieren kdnnten. Patientengruppen, fur die dies zutreffen
konnte, sind Patienten mit nicht metastasierter oder oligometastasierter Erkrankung
mit einzelnen pulmonalen Metastasen, bei denen durch ein operatives Vorgehen
nach Anwendung von ICE + RHT auch langfristige Remissionen oder eine Heilung
der Erkrankung mdglich erscheinen.

FUr diese Patientengruppe sollte in Zukunft mittels randomisierter Studien gepruft
werden, ob sie von einer intensiven Therapie, wie sie ICE + RHT darstellt, profitieren.
Eine Prifung der Wirksamkeit der regionalen Hyperthermie ware im Rahmen einer
solchen Studie ebenfalls winschenswert. Der Aspekt der Lebensqualitat, der bisher
in Studien zur Therapie von Weichteilsarkomen kaum Beachtung gefunden hat, sollte
insbesondere bei Patienten mit bereits metastasierter Erkrankung in solche Studien
in jedem Fall mit einbezogen werden.

Durch die Analyse der Aktivitat naturlicher Killerzellen in Patienten mit
Weichteilsarkomen ist es im Rahmen dieser Arbeit darlber hinaus gelungen,
Veranderungen der NK-Zell-Aktivitdt in diesen Patienten zu identifizieren. Eine
Wiederherstellung dieser Aktivitat stellt ein mdglicherweise lohnendes Ziel in der
Weiterentwicklung kombinierter Therapieansatze dar. In welcher Form dies am
gunstigsten zu erreichen ist, wird erst abzusehen sein, wenn die den phanotypischen
Veranderungen zugrundeliegenden Mechanismen identifiziert sind. Hierflur sind
Analysen zum Beispiel hinsichtlich involvierter Rezeptoren, Effektoren und deren
Veranderung durch eine Stimulationsbehandlung mit Interleukin 2 erforderlich. Unter
Umstanden gelingt durch diese Arbeiten die Identifikation von Einflussfaktoren, die
im Rahmen einer Kombinationsbehandlung von Patienten mit Weichteilsarkomen so
modifiziert werden konnen, dass sie antineoplastische Substanzen in ihrer

Wirksamkeit unterstitzen konnen.
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6 Zusammenfassung

Weichteilsarkome (STS) sind seltene maligne Neoplasien, die von bindegewebigen
Strukturen wie Fett-, Muskel- oder Stutzgewebe ausgehen und im gesamten Koérper
auftreten kdnnen. Goldstandard der Therapie ist die Resektion aller Manifestationen
unter Mitnahme ausreichender Sicherheitsabstande. Da dies jedoch nicht in allen
Patienten moglich ist, wird versucht, durch Verabreichung zytostatischer Substanzen
eine Tumormassenreduktion zur erreichen. Dies gelingt mit den vorhandenen
Chemotherapeutika mit erwiesener Wirksamkeit, insbesondere Doxorubicin, jedoch
nur in etwa einem Drittel aller Patienten. Es konnte gezeigt werden, dass die
Anwendung einer regionalen Hyperthermie (RHT) das Ansprechen der Patienten
verbessert.

Noch anspruchsvoller ist die Therapie von Patienten mit bereits metastasierter,
rezidivierender oder Doxorubicin-refraktarer Erkrankung. Hier ist bislang keine
Standardtherapie definiert. Die vorliegende Arbeit evaluiert eine in dieser Situation
angewendete Polychemotherapie, bestehend aus Ifosfamid, Carboplatin und
Etoposid (ICE) und appliziert in Kombination mit RHT, hinsichtlich ihrer Wirksamkeit
und Vertraglichkeit. Zudem wurde die Funktion naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) als
an der Kontrolle von Neoplasien beteiligte Effektoren des Immunsystems bei
Patienten mit STS untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass ICE + RHT eine wirksame Therapieoption flr
Patienten mit Anthrazyklin-refraktarem STS darstellt, und zwar sowohl fur Patienten
mit als auch ohne Fernmetastasen. Remissionen waren in 13% der Patienten
nachweisbar, Uberwiegend konnte eine Krankheitsstabilisierung erreicht werden. Die
Therapie ist jedoch assoziiert mit einer héhergradigen hamatologischen Toxizitat und
febrilen Komplikationen in einem signifikanten Anteil der Patienten, so dass ICE +
RHT nur ausgewahlten Patienten in gutem Allgemeinzustand verabreicht werden
sollte.

Die lytische Funktion der NK-Zellen war noch vor Beginn einer Therapie bei
Patienten mit Erstdiagnose eines STS sowie bei Patienten mit Anthrazyklin-
refraktarem STS signifikant reduziert im Vergleich zu gesunden Probanden.
Wahrend der Therapie mit ICE + RHT zeigte sich keine Zunahme dieser Funktion.
Durch Inkubation der Zellen mit Interleukin 2 und TKD, einem Hitzeschockprotein-
Derivat mit NK-stimulierenden Eigenschaften, konnte die Funktion in vitro
wiederhergestellt werden. Die Augmentation der NK-Zell-Funktion konnte in Zukunft
von therapeutischem Nutzen fir Patienten mit STS sein.
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Abkirzungsverzeichnis

Grad Celsius
'®F_Fluordesoxyglucose
95%-Konfidenzintervall

Polychemotherapie, bestehend aus Doxorubicin (Adriamycin) und
Ifosfamid

Acquired Immune Deficiency Syndrome, erworbenes
Immundefizienzsyndrom

cluster of differentiation, Oberflachenmerkmal von Zellen

complete remission, komplette Remission

Computertomographie

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

distant progression free survival, fernprogressionsfreies Uberleben
Dacarbazin

Polychemotherapie, bestehend aus Etoposid, Ifosfamid und
Doxorubicin (Adriamycin)

European Organization for Research and Treatment of Cancer
European Society for Medical Oncology

Ewing sarcoma breakpoint region 1, in Ewing-Sarkomen nachweisbares
Fusionsgen

Fas ligand

Fatales Kalberserum

Fédeération Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer
Giga (10°)

granulocyte colony stimulating factor

histopathologisch gut differenzierter Tumor
histopathologisch mittelgradig differenzierter Tumor
histopathologisch gering differenzierter Tumor
Globotriaosylceramid

gastrointestinaler Stromatumor

Humanes Immundefizienz-Virus
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LAK
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MPNST
MPR1
mTOR
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NOS
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humanes Leukozyten-Antigen

Hitzeschockprotein

Polychemotherapie, bestehend aus Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid
Interleukin 2

Kdrpergewicht

killer immunoglobulin-like receptors

Kdrperoberflache

lymphokine activated killer cells

large granular lymphocytes, grolde granulierte Lymphozyten

local progression free survival, lokal progressionsfreies Uberleben

lung resistance-related protein, mit multi-drug-resistance assoziiertes
Protein

multi drug resistance, Resistenz von Tumorzellen gegen eine Vielzahl
zytostatischer Medikamente

major histocompatibility complex

MHC class | chain-related protein A/B
maligner peripherer Nervenscheidentumor
multidrug resistance-associated protein 1
mammalian target of Rapamycin

no change, im Verlauf der Therapie unveranderter Nachweis der
TumorgrofRe

Natural cytotoxicity receptors
Natdurliche Killerzellen

not otherwise specified, histopathologische Weichteilsarkom-Subentitat,
die den unklassifizierbaren Weichteilsarkomen zugerechnet wird

overall survival, Gesamtiberleben

peripheral blood lymphocytes, Lymphozyten des peripheren Bluts
progressive disease, Fortschreiten der Tumorerkrankung
Positronenemissionstomographie/Computertomographie
progression free survival rate, progressionsfreie Uberlebensrate
progression free survival, progressionsfreies Uberleben
P-glycoprotein mit multi-drug-resistance assoziiertes Protein
Primitiver neuroektodermaler Tumor

partielle Remission
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R2

RHT

m

SD

SSX

STS
Tao

Tao

TER

TGFB
TID
TKD
Tmax
Trmin
TNFa
TRAIL

ULBP

Tumorresektion mit auch mikroskopisch tumorfreiem Absetzungsrand

Tumorresektion mit makroskopisch vollstandiger Entfernung des
Tumors, mikroskopisch jedoch bis an den Absetzungsrand reichendem
Tumorgewebe

Tumorresektion mit auch makroskopisch erkennbarem, in situ
verbleibendem Tumorrest

regionale Hyperthermie
Rotationen pro Minute
Seite

stable disease, im Verlauf der Therapie unveranderter Nachweis der
TumorgrofRe

synovial sarcoma, X breakpoint gene, in Synovialsarkomen
nachweisbares Fusionsgen

Soft tissue sarcoma, Weichteilsarkom

Temperatur, die unter Hyperthermie in 20% des Tumor(-bettes)
mindestens erreicht wurden

Temperatur, die unter Hyperthermie in 50% des Tumor(-bettes)
mindestens erreicht wurden

Temperatur, die unter Hyperthermie in 90% des Tumor(-bettes)
mindestens erreicht wurden

thermal enhancement ratio, Faktor fur die Verstarkung der
zytotoxischen Wirksamkeit des Zytostatikums unter hyperthermen
Bedingungen

transforming growth factor-3

thermal isoeffect dose

TKDNNLLGRFELSG, 14-mer-Peptidderivat von Hsp70
Maximaltemperatur

Minimaltemperatur

Tumor-Nekrose-Faktor-a

TNF-related apoptosis-inducing ligand

Units

UL 16-binding proteins
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8.4 Patientenaufklarung

Klinikum der Universitat Miinchen *) Medizinische Klinik und Poliklinik 111 © Marchioninistr. 15 Ansprechpartner:

81377 Miinchen Prof. Dr. R. Issels/PD Dr. L. Lindner
Telefon +49 (0)89 7095 — 4768
Telefax  +49 (0)89 7095 — 4776
rolf.issels@med.uni-muenchen.de
http://med3 klinikum.uni-muenchen.de
Postanschrift:
Marchioninistr. 15
D-81377 Miinchen

Thr Zeichen: Unser Zeichen: Miinchen,

rdi-mcl

Aufklarung und Einverstandniserklarung iiber biologische Begleituntersuchungen

Ich erkldre mit hiermit einverstanden, dass bei Gewebeentnahmen im Rahmen der Chemo- und
Hyperthermiebehandlung dieses Gewebe im Rahmen von wissenschaftlichen Untersuchungen
durch die Studienleitungen weiter verwandt werden darf.

Dariiber hinaus bin ich einverstanden, dass zusatzlich zu den notwendigen Blutabnahmen Extra-
Blut (20 — 40 ml) fur die Untersuchung immunologischer und biochemischer Merkmale
abgenommen wird. Ich bin darliber aufgeklart worden, dass derartige Untersuchungen zum
jetzigen Zeitpunkt des Wissenstandes keinen direkten Nutzen fiir meinen Krankheitsverlauf
bringen und in erster Linie der wissenschaftlichen Kenntniserweiterung dienen. Es ist mir
zugesichert worden, dass bei der Veroffentlichung derartiger Forschungsergebnisse der
Datenschutz in Bezug auf meine personlichen Daten eingehalten wird.

Patient: Datum:

Arzt: Datum:
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